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Présentement, le milieu hospitalier utilise des tests analytiques demandant de longues 
périodes d’analyses et nécessitant plusieurs spécialistes en chimie ou biochimie. En plus de 
ralentir le traitement des patients et leur guérison, cela accroît considérablement les dépenses 
des hôpitaux. Il est ainsi essentiel que la recherche se penche sur le développement de nouvelles 
techniques d’analyse plus rapides, plus simples et tout aussi sensibles que celles employées en 
ce moment. Les biocapteurs ont le potentiel de remplir ces critères et s’inscrivent donc comme 
des candidats sérieux quant à l’amélioration des techniques analytiques en milieu hospitalier. 
Cette technologie peut devenir accessible au grand public en plus d’être rapide, portative et 
précise. Ainsi, dans le cadre de ce mémoire, divers biocapteurs innovateurs de diagnostic 
portable développés pour la détection de biomolécules seront présentés.  
Étant donné le fléau mondial de la résistance bactérienne développée envers plusieurs 
des antibiotiques existants, le développement de biocapteurs pour ces molécules fût priorisé. De 
plus, le traitement par antibiotiques nécessite un suivi très minutieux afin de s’assurer que les 
concentrations sanguines n’excèdent pas l’étroite gamme thérapeutique que possèdent ces 
médicaments puisque de sévères effets secondaires peuvent en découler. En premier lieu, les 
aminoglycosides furent analysés à l’aide d’un essai compétitif réalisé par spectroscopie de 
résonance des plasmons de surface. Ainsi, les aminoglycosides entrent en compétition pour se 
lier au récepteur protéique du biocapteur avec des analogues de pyrrolo-[1,5-a]pyrazine actifs 
fonctionnalisés à des nanoparticules d’or. Secondement, un biocapteur de fluorescence fût 
construit afin de quantifier la vancomycine dans le cadre de la compétition internationale 
SensUs. L’équipe BiosensUM dont j’ai été la cheffe de projet a développé un essai compétitif 
où la vancomycine de l’échantillon et la vancomycine marquée par l’isothiocyanate de 
fluorescéine sont en compétition pour le site de liaison de l’anticorps monoclonal anti-
vancomycine. Cet essai se déroule à l’intérieur d’une cellule qui s’insère dans l’appareil de 
fluorimétrie. Une application mobile permet, par la suite, d’obtenir les résultats. 
Finalement, un instrument hybride de spectroscopie de résonance des plasmons de 
surface et d’électrochimiluminescence fût construit en collaboration avec le laboratoire du Dr. 




deux techniques fût ensuite développé pour un biomarqueur du cancer du sein, le domaine 
extracellulaire de la protéine transmembranaire HER2.  
Mots-clés : Biocapteur, Spectroscopie de résonance des plasmons de surface, SPR, 
Fluorescence, Électrochimiluminescence, ECL, Antibiotiques, Aminoglycosides, 






In hospitals, analytical tests requiring long analysis and qualified personnel are currently 
used. This situation is considerably slowing down the treatment and the recovery of patients and 
increasing hospital expenses. Therefore, it is essential that researchers focus on the development 
of new analytical techniques that are faster, simpler and as sensitive as current methods. It is in 
this context that biosensors are the perfect candidates to improve technologies in the healthcare 
system. Biosensors can be fast, precise and portable devices that can be easily used by the public. 
Thus, as part of this masters’ thesis, innovative point-of-care biosensors for biomolecules will 
be presented. 
The development of biosensors for antibiotics was prioritized because of the global 
healthcare problem of the bacterial resistance developed toward these molecules. In addition, 
antibiotic treatment requires close monitoring to ensure the dose is within the narrow therapeutic 
range, to avoid severe side effects or underdosing. As a first example, aminoglycosides were 
analyzed using a surface plasmon resonance competitive assay. Thus, aminoglycosides 
competed with active pyrrolo-[1,5-a]pyrazine analogs functionalized on gold nanoparticles to 
bind the protein receptor on the biosensor. Secondly, a fluorescence biosensor was built to 
monitor vancomycin for the SensUs Competition. The BiosensUM team, for which I was the 
leader, has developed a competitive assay where sample vancomycin and fluorescein 
isothiocyanate-labeled vancomycin compete to bind the anti-vancomycin antibodies on the 
surface. This test occurred in a microfluidic chip placed in a custom-made fluorimeter. A mobile 
application was used to extract the results. 
Finally, an instrument combining surface plasmon resonance and 
electrochemiluminescence was built in collaboration with Dr. Polo from the National Cancer 
Institute (CRO) Aviano in Italy. A biosensor coupling these two techniques was developed to 
monitor a biomarker of breast cancer, the extracellular domain of the HER2 transmembrane 
protein. 
Keywords : Biosensor, Surface Plasmon Resonance, SPR, Fluorescence, 
Electrochemiluminescence, ECL, Antibiotics, Aminoglycosides, Vancomycin, Breast Cancer 
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1 Chapitre 1 : Introduction 
1.1 Préambule 
1.1.1 Mise en contexte 
Depuis les dernières décennies, maints biocapteurs ont été développés afin d’améliorer 
la qualité de vie mondiale. Ces biocapteurs sont couramment employés pour réaliser le suivi de 
molécules cibles dans divers domaines tels l’environnement, l’industrie agroalimentaire ainsi 
que le milieu médical. Ces technologies sont adaptées pour maintes applications dont la 
détection de matériaux explosifs, de substances illégales, de produits dopants et de 
biomarqueurs. Parmi les cibles biologiques visées, les médicaments, les protéines et l’ADN sont 
notamment comptés.1-3 Les biocapteurs bien connus dans notre société sont le glucomètre ainsi 
que le test de grossesse. Ces technologies sont facilement accessibles et compréhensibles au 
grand public en plus d’être rapides, portatives et précises. Ces deux exemples reflètent bien le 
potentiel des biocapteurs et l’importance du développement de nouveaux capteurs pour notre 
société.  
En ce moment, la grande majorité des tests analytiques réalisés en hôpitaux demandent 
de nombreuses ressources tant monétaires et temporelles qu’humaines. D’imposants appareils 
tels des spectromètres de masse et des spectrophotomètres opérés par des spécialistes dans les 
laboratoires sont nécessaires pour réaliser les tests biologiques. Cela résulte en des analyses 
demandant plusieurs heures avant d’obtenir les résultats. Dans le milieu médical, chaque minute 
compte. Il est alors primordial d’améliorer les techniques existantes et d’intégrer de nouvelles 
méthodes plus rapides et tout aussi précises. C’est dans cette optique que les instruments de 
diagnostic portable (point-of-care – POC) dont les biocapteurs font partie sont en constant 
développement. Ces petits appareils portables permettent donc de réaliser les analyses 
directement dans la chambre du patient. Le personnel médical peut ainsi diagnostiquer une 




1.1.2  Objectifs de recherche & Approche proposée 
Lors de l’administration d’un médicament à un patient, tout est calculé afin de s’assurer 
que le médicament fasse l’effet escompté. Cependant, l’absorption des médicaments dans 
l’organisme peut changer drastiquement d’un patient à l’autre rendant ainsi la tâche difficile 
pour les spécialistes en milieu hospitalier. Lors de l’utilisation d’un médicament, il est essentiel 
que la concentration de celui-ci dans l’organisme demeure dans la gamme thérapeutique afin de 
s’assurer du bon fonctionnement de la médicamentation. Si la concentration sanguine devient 
trop élevée, d’importants effets secondaires pourront être encourus. Cette situation n’est pas 
désirée puisqu’elle n’améliore pas la situation du patient mais l’aggrave. À l’inverse, si la 
concentration est trop faible, le remède ne fera pas effet et donc ne guérira pas le patient en plus 
de favoriser le développement de résistances bactériennes dans le cas d’antibiotiques. Dans 
certains cas, tel l’antibiotique vancomycine, la gamme thérapeutique est très étroite ce qui rend 
ardue la réalisation du dosage adéquat. Il est alors essentiel de réaliser un suivi constant de la 
concentration d’antibiotique dans l’organisme du malade. Avec les techniques présentement 
disponibles, cela n’est pas adéquat puisque l’analyse demande des heures ce qui est beaucoup 
trop long pour permettre au personnel médical d’ajuster de manière appropriée le dosage du 
patient. Il devient alors fondamental de développer de nouvelles techniques de détection rapide, 
sensible et efficace pour ces molécules.  
Dans le cadre des travaux présentés dans ce mémoire, la spectroscopie de résonance des 
plasmons de surface (SPR) fût la technique centrale pour développer de nouveaux biocapteurs 
opérant en mode POC. Il s’agit d’une technique utilisant le principe de champ évanescent 
permettant ainsi de suivre la variation de l’indice de réfraction du milieu avoisinant la surface 
d’analyse composée d’un film métallique de quelques nanomètres auquel le récepteur captant 
l’analyte est attaché. La SPR permet donc de réaliser la détection sans marquage de 
biomolécules et ce à de très faibles concentrations en milieu plasmique ou sanguin (limite de 
détection variant entre 0,1 ng/mL et 25 µg/mL selon l’analyte et l’essai utilisés).4 Grâce à son 
efficacité et son aspect portable, la SPR se démarque et s’inscrit comme une technologie de mise 




1.1.3 Plan du mémoire 
Dans le présent mémoire, diverses stratégies afin de réaliser la détection d’antibiotiques 
sont présentées. La première partie se base sur l’utilisation du SPR portable P4-SPR développé 
par le groupe du Pr. Jean-François Masson et la compagnie Affinité Instruments.5 À l’aide de 
ce SPR, un biocapteur visant la détection d’antibiotiques aminoglycosides est développé 
utilisant un essai compétitif combiné à une technique d’accroissement du signal SPR afin 
d’abaisser la limite de détection des analytes. Dans la seconde section, l’adaptation du P4-SPR 
afin de permettre la réalisation en parallèle de SPR ainsi que d’électrochimiluminescence sur le 
même échantillon est présentée. Cette nouvelle technologie est confirmée à l’aide du 
développement d’un essai pour la détection du domaine extracellulaire de HER2 (ECD HER2) 
utilisant le complexe de chlorure de tris(2,2’-bipyridyl)dichlororuthénium(II) hexahydraté 
(Ru(bpy)3Cl2) à titre de molécule électrochimiluminescente. Et, finalement, le projet 
BiosensUM développant un biocapteur pour l’antibiotique vancomycine est présenté. Ce 
chapitre s’inscrit dans la réalisation d’un projet d’équipe menant à la participation à la 
compétition étudiante internationale SensUs à Eindhoven aux Pays-Bas les 7 et 8 septembre 
2018.  
Avant la présentation de mes travaux, une introduction exhaustive vous est présentée 
afin d’établir les concepts de base nécessaires à la compréhension du mémoire. Elle compte 
notamment la présentation des cibles biologiques choisies, la théorie de la SPR et des 
nanoparticules d’or en plus de l’explication du concept de biocapteurs.  
1.2 Cibles biologiques visées 
1.2.1 Antibiotiques 
1.2.1.1 Aminoglycosides 
La streptomycine, de la famille des aminoglycosides, fût l’un des premiers antibiotiques 
développés et utilisés cliniquement afin d’effectuer le traitement à large spectre d’infections 
bactériennes à Gram négatif dans les années 1940. Ce fût notamment le premier médicament 




clinique compte plus d’une dizaine de molécules dont la néomycine, la tobramycine, la 
kanamycine et l’amikacine. (Figure 1) Elles sont toutes caractérisées par la présence de sucres 
aminés liés par une liaison glycosidique à un cyclitol dibasique et d’au minimum deux 
groupements amines. C’est cette structure spécifique qui permet aux antibiotiques d’altérer la 
synthèse peptidique des bactéries. L’aminoglycoside se lie à la sous-unité 30S des ribosomes 
des cellules bactériennes et bouleverse l’élongation de la protéine en affectant le processus de 
traduction.6, 7 
 
Figure 1. Famille des aminoglycosides : Néomycine (A)8, Tobramycine (B), 
Kanamycine (C) 
Ces antibiotiques sont employés à des concentrations thérapeutiques maximales de 25 
µg/mL. En cas de sous-utilisation, les bactéries vont acquérir de la résistance envers ces 
antibiotiques, ce qui représente un danger de santé publique mondiale. À l’inverse, à trop grande 
concentration, les aminoglycosides créent de sévères effets secondaires puisqu’ils peuvent 
affecter la synthèse des protéines des cellules humaines. Cela résulte en cas de néphrotoxicité, 
d’ototoxicité irréversible ainsi qu’une possible toxicité neuromusculaire.6, 7, 9, 10 Ces 
conséquences graves expliquent l’importance de réaliser un suivi adéquat des concentrations 
d’aminoglycosides chez un patient et de développer un biocapteur POC pour faciliter ce 
processus. 
1.2.1.2 Vancomycine 
La vancomycine est un glycopeptide ayant des propriétés antibactériennes. (Figure 2) 






est un des seuls à pouvoir agir sur les infections à Gram négatif causées par des bactéries multi-
résistantes telles la Staphylococcus aureus résistante à la méticilline (MRSA).11, 12 La 
vancomycine affecte la synthèse de la membrane cellulaire bactérienne en se liant aux peptides 
D-Ala-D-Ala. Ce blocage du peptidoglycane mène à l’inhibition de la réticulation de la paroi 
bactérienne et donc à la mortalité des bactéries.12, 13 Les concentrations thérapeutiques de la 
vancomycine se situent entre généralement 10 et 20 µg/mL. Comme c’est le cas pour les 
aminoglycosides, une concentration hors de cette gamme a de très importantes conséquences. 
Une d’entre elles est déjà visible avec l’apparition de la résistance à la vancomycine chez 
certaines bactéries MRSA dû à la surutilisation et l’utilisation inappropriée de cet antibiotique. 
La communauté mondiale s’inquiète particulièrement à cause du danger que représente cette 
résistance bactérienne aux antibiotiques de dernier recours.11, 12 Encore une fois, il est essentiel 
de réaliser le suivi de la vancomycine chez les patients afin de contrer ces problèmes. Pour cela, 
il est nécessaire de développer de nouvelles techniques innovatrices d’analyse de la 
vancomycine chez les patients.  
 
Figure 2. Structure de la vancomycine 
1.2.2 Biomarqueur du cancer du sein 
1.2.2.1 Domaine extracellulaire de HER2 (ECD HER2) 
Le cancer du sein représente le cancer le plus fréquent chez la femme. Il est sous-divisé 
en quatre types se caractérisant par leurs différents biomarqueurs ainsi que par leurs traitements 
distincts. Il est alors essentiel de s’assurer que le diagnostic soit approprié pour traiter 




récepteur de facteur de croissance épidermique HER2. (Figure 3) Cette protéine 
transmembranaire est composée des deux principales parties : le domaine extracellulaire (ECD 
HER2) ainsi que le récepteur lié à la membrane. À la suite d’un clivage par une protéase, le 
ECD HER2 est libéré dans les vaisseaux sanguins. La partie de la protéine HER2 restante 
devient près de cent fois plus cancérigène que la protéine complète précédente aidant à la 
propagation du cancer. Cela se reflète dans l’analyse des biomarqueurs présents pour les 
patientes avec des métastases puisque 45% d’entre elles surexpriment le ECD HER2 dans leur 
sérum. Présentement, le suivi des métastases du cancer du sein est réalisé en quantifiant 
l’antigène carcinoembryonnaire ou bien l’antigène 15-3 malgré le fait que ces cibles n’ont pas 
fait leurs preuves. Il est donc essentiel de développer de nouveaux moyens de suivi des 
métastases du cancer du sein. C’est alors que le ECD HER2 sanguin se dessine comme un 
candidat prometteur. Le ECD HER2 serait un excellent biomarqueur pour suivre la progression 
du cancer des patientes, la récidive de la maladie ainsi que le traitement thérapeutique pour le 
sous-type du cancer du sein où le HER2 est surexprimé.14  
 
Figure 3. La protéine HER2 est composée du domaine extracellulaire (ECD), 
du domaine transmembranaire et du domaine de la tyrosine kinase. Les anticorps 
thérapeutiques soient le trastuzumab et le pertuzumab peuvent se lier au domaine 




1.3 La résonance des plasmons de surface 
1.3.1 Historique  
Bien que les technologies résultant de la résonance des plasmons de surface soient 
employées couramment depuis le dernier quart de siècle, cette découverte date du début du 20ème 
siècle. En 1902, Wood nota ce phénomène pour la première fois ; la réflexion de lumière blanche 
sur un réseau de diffraction recouvert d’une couche de métal menait à l’observation d’un patron 
de bandes lumineuses et sombres variant selon la longueur d’onde de la lumière et la 
polarisation.15 Cette anomalie ne pût être expliquée théoriquement qu’à la présentation de la 
théorie des réseaux de diffraction de Lord Rayleigh vers 1907.16 Au milieu du 20ème siècle, un 
des principes fondamentaux de la résonance des plasmons de surface fût présenté lorsque Bohm 
et Pines dévoilèrent la possibilité que les électrons oscillent sur une surface telle un film 
métallique mince. Cette excitation des électrons de la bande de conduction expliquait ainsi les 
pertes d’énergie des électrons dans ces milieux.17 Ce n’est qu’en 1968 que le phénomène de la 
résonance des plasmons de surface ne fût complètement élucidé par Otto.18 En parallèle, 
Kretschmann et Raether développèrent les premiers instruments SPR où l’excitation du plasmon 
de surface est possible grâce à l’utilisation d’une réflexion totale atténuée du faisceau lumineux 
sur un prisme d’indice de réfraction supérieure à celle de l’air.19 Même après toutes ces années, 
la configuration de Kretschmann demeure une des techniques les plus populaires pour le 
développement d’une instrumentation SPR.20 Ce fût d’ailleurs cette configuration qu’utilisa 
Liedberg pour réaliser les premiers tests de biodétection avec la technologie SPR dans les années 
1980.21 Depuis, plusieurs appareils SPR ont été développés et commercialisés afin de rendre 
cette technologie disponible. Parmi ceux-ci, on compte notamment la multinationale General 
Electric avec ses systèmes Biacore.22, 23 Cette augmentation de l’accessibilité aux instruments 
SPR a permis d’accroître le nombre de publications utilisant la SPR et le nombre de biocapteurs 
SPR développés permettant ainsi à cette technologie de rayonner dans maints domaines tels 




1.3.2 Théorie de la SPR 
La spectroscopie de résonance des plasmons de surface (SPR) est une technique basée 
sur l’excitation des plasmons de surface (surface plasmons - SP) par le champ 
électromagnétique de la lumière. Ces plasmons de surface représentent des oscillations de 
charges à la surface d’un métal impliquant les électrons libres de sa bande de conduction.24 Leur 
excitation va générer des polaritons de plasmon de surface (surface plasmon polaritons – SPP) 
qui se propagent longitudinalement à l’interface métal-diélectrique (dans le plan XY). Ces SPPs 
possèdent un champ électrique évanescent (Espp) décroissant exponentiellement en s’éloignant 
de la surface (dans le plan X) et permettant de sonder le milieu situé au-dessus du film 
métallique. (Figure 4) La SPR est ainsi sensible à la constante diélectrique du milieu (εD) 
adjacent le film métallique et donc à son indice de réfraction (nD).  
  
Figure 4. A) Propagation des plasmons de surface à l’interface du milieu et du 
film métallique, B) Champ électrique évanescent résultant de l’excitation des 
plasmons de surface.25 
Le vecteur d’onde du plasmon de surface est donc transverse magnétique (TM) ce qui 
signifie que son champ magnétique se déplace parallèlement au film métallique soit sur le plan 
XY, alors que le champ électrique du plasmon de surface se propage perpendiculairement à la 
surface et donc pénètre dans le milieu au-dessus du film.26 L’onde des plasmons de surface (kspp) 











   (1) 
Où λ est la longueur d’onde de la lumière incidente et εm le coefficient diélectrique du 
métal. 
Ce sont donc les photons polarisés en p qui interagissent avec les plasmons de surface. 
Cependant, il faut que cette interaction respecte certaines conditions précises pour permettre aux 
plasmons de surface de se propager dans le milieu. En premier lieu, il est essentiel que la 
constante diélectrique du métal (𝜀𝑚) possède une portion réelle négative ainsi qu’une portion 
imaginaire positive comme le précise l’équation 2. La valeur absolue de la constante diélectrique 
du film métallique doit également être supérieure à la constante diélectrique du milieu. Ce sont 
deux propriétés que les métaux tels l’argent et l’or possèdent. 
𝜀𝑚 =  𝜀
′ + 𝑖𝜀′′ où 𝜀′ < 0,  𝜀′′ > 0  (2) 
Où 𝜀′ représente la portion réelle et 𝜀′′ la proportion imaginaire. 
Deuxièmement, la résonance entre les vecteurs d’onde de la lumière et du plasmon de 
surface est requise. En observant la courbe du vecteur d’onde de la lumière (kx – équation 3) 
traversant un milieu comme l’air ainsi que celle de vecteur d’onde du plasmon de surface à la 
figure 5, il est possible de conclure que ces deux tendances ne parviendront jamais à atteindre 
un point commun permettant le couplage de kx et kspp puisque la valeur de kx sera toujours 
supérieure à celle de kspp. Il est donc impératif d’accroître le momentum du vecteur de la lumière 
afin de permettre sa résonance avec l’onde des plasmons de surface. Pour cela, il faut élever 
l’indice de réfraction du milieu où le rayon lumineux voyage (ε = n2) en utilisant, par exemple, 
un prisme de verre BK7. Ainsi, la pente du vecteur d’onde du photon diminuera et mènera à un 
point commun avec l’onde des plasmons de surface permettant la résonance des vecteurs.24 Le 
faisceau lumineux sera donc en réflexion totale interne avant d’atteindre la surface métallique 
où le photon sera absorbé par le plasmon de surface ainsi excité. Ce plasmon excité sonde 
ensuite le milieu au-dessus du film métallique sur une distance de pénétration d’environ 200 
nm.27 Cette distance varie selon la surface métallique employée c’est-à-dire le type de métal 





𝑘𝑥 =  
2𝜋
𝜆
√𝜀(sin 𝜃𝑖𝑛𝑐)   (3) 
Où 𝜃𝑖𝑛𝑐 est l’angle d’incidence. 
 
Figure 5. Schéma simplifié des vecteurs d’onde de la lumière dans l’air (kair) et 
dans un prisme de verre (kprisme) et du vecteur d’onde des plasmons de surface 
(kspp).
28 
Le signal SPR résultant de cette technique se dessine comme un graphique présentant la 
relation entre le rapport des intensités réfléchies polarisées et la longueur d’onde ou bien l’angle 
d’incidence selon le montage de l’instrument SPR employé. Dans la figure 6, le signal SPR 
typique d’un instrument à interrogation des longueurs d’onde est présenté. L’axe y représente 
le rapport de l’intensité lumineuse polarisée en p et de l’intensité lumineuse polarisée en s à la 
suite de l’interaction de la source lumineuse avec l’échantillon. Un minimum d’intensité de la 
lumière réfléchie est observé lorsque les photons sont absorbés et mènent à l’excitation des 
plasmons de surface. La longueur d’onde de la lumière correspondant à ce minimum est 
spécifique à la constante diélectrique (εD) de l’échantillon contenu dans le milieu situé au-dessus 
du film métallique. Un accroissement de cette constante diélectrique découlant notamment de 
l’accumulation d’analyte dans la distance de pénétration cause un déplacement bathochromique 
du minimum (selon l’équation 1) dû à la nécessité d’un photon d’énergie plus faible pour obtenir 
la résonance des vecteurs d’ondes du métal et du milieu adjacent. La grande résolution du suivi 
des variations de la constante diélectrique du liquide sous-jacent (10-6 à 10-7 RIU) explique les 





Figure 6. Signal d’absorption du plasmon de surface d’un film d’or de 50 nm 
adhéré par 3 nm de chrome au prisme de forme Dove dans de l’eau désionisée à 
18 mΩ (courbe bleue, n = 1,33) et dans une solution aqueuse de sucrose (courbe 
rouge, n = 1,34) avec un instrument SPR classique (P4-SPR) possédant un angle 
fixe de 72,6 degrés.30 
Les métaux les plus communément utilisés pour réaliser de la SPR sont l’argent et l’or 
à cause de leur bande plasmonique présente dans le visible.31 Malgré le fait que l’utilisation de 
l’argent résulte en une meilleure résolution dû à sa bande plasmonique plus fine, l’or est le métal 
fréquemment employé. Contrairement à son concurrent, l’or ne subit pas d’oxydation à l’air 
(Ag2O étant inactif en SPR) et réagit spontanément avec le groupement thiol afin de former les 
monocouches menant à son utilisation à titre de biocapteurs. L’épaisseur optimale pour former 
un film d’or sensible et de bonne résolution est d’environ 50 nm.32 
1.3.3 L’instrumentation SPR 
Divers types d’instruments SPR existent et possèdent chacun leurs avantages et 
inconvénients. En se référant à l’équation 3 de la section 1.3.2 (p.10), il est important de 
remarquer que deux variables peuvent changer soient la longueur d’onde de la source lumineuse 
ou bien l’angle incident. Il est alors nécessaire de fixer l’une de ces deux valeurs afin d’analyser 
la variation de la seconde. Ainsi, deux types d’instruments SPR ont été développés : un 




instrument à angle incident fixe permettant d’examiner la longueur d’onde des photons absorbés 
par les plasmons de surface (Figure 7B).  
 
Figure 7. A) Instrument SPR à interrogation de l’angle incident. B) Instrument 
SPR classique de configuration Kretschmann à interrogation de la longueur 
d’onde.25 
Dans le cas d’un appareil SPR à interrogation de l’angle incident, la source lumineuse 
est monochromatique conservant ainsi la longueur d’onde constante et permettant d’examiner 
l’angle menant à l’excitation des plasmons de surface. Pour sonder les angles, il existe deux 
techniques. La meilleure option consiste à focaliser la source via de multiples angles sur un 
même point et de collecter le tout sur une barrette de diodes puisqu’il s’agit d’une technique 
significativement plus rapide que de la seconde qui demande à faire une rotation du faisceau 
incident mécaniquement. Ainsi, il est possible d’obtenir une résolution temporelle d’un peu 
moins d’une seconde. Également, cette technique permet d’atteindre une résolution dans le 10-
7 unité d’indice de réfraction (RIU) lorsque le montage est optiquement aligné à la perfection.29 
L’instrument de General Electric, le Biacore, fonctionne justement avec cette technologie.22, 23 
Pour le SPR de configuration Kretschmann à interrogation de la longueur d’onde, l’angle 
d’incidence est fixé alors que la longueur d’onde maximale d’excitation des plasmons de surface 
est examinée.20 Une source lumineuse polychromatique telle la lumière blanche est dirigée vers 
un prisme triangulaire où la réflexion totale interne se produit et dirige la lumière réfléchie vers 
un spectrophotomètre. La source polychromatique utilisée va induire une légère diminution de 




phénomène s’explique par la dispersion spectrale de la lumière polychromatique dans le prisme 
causant un élargissement de la bande plasmonique. Ce désavantage peut être compensé par 
l’excellente résolution temporelle de cette configuration ainsi que par sa simplicité. Cet appareil 
peut facilement être miniaturisé.  
La technologie SPR représente une technique sécuritaire et peu coûteuse afin de réaliser 
des analyses biomédicales dû à l’absence de sources lumineuses dangereuses telles les lasers 
communément employés en spectroscopie Raman ou en fluorimétrie. Cette faible intensité 
lumineuse est possible puisque ce facteur influence de manière négligeable la précision des 
mesures. La sensibilité de cette technique dépend uniquement du déplacement de la bande 
plasmonique et non de l’intensité des photons réfléchis.  
Dans le cadre de ce mémoire, la SPR classique à angle fixe a été utilisée afin de 
développer un biocapteur basé sur le déplacement bathochromique de la bande plasmonique 
(ΔλSPR). La configuration de Kretschmann à angle fixe a été choisie puisqu’il s’agit de 
l’instrument SPR favorisant au maximum l’aspect POC avec sa miniaturisation, sa portabilité 
ainsi que son faible coût.  
L’instrument SPR utilisé, le P4-SPR, a été développé par le groupe de recherche du Pr. 
Jean-François Masson et est maintenant commercialisé par Affinité Instruments.5 (Figure 8) Cet 
appareil portatif est de la taille d’un mini-ordinateur portable et ne nécessite que l’alimentation 
par port USB de l’ordinateur principal pour fonctionner. Le prisme de forme Dove inséré à 
l’intérieur de l’instrument est composé d’un film d’or de 50 nm dont la déposition est consolidée 
avec l’ajout d’une couche adhésive de quelques nm de chrome sous celle-ci. Sur ces prismes, 
une monocouche auto-assemblée (self-assembled monolayer – SAM) avec un groupement thiol 
est attachée afin de permettre la liaison du récepteur du biocapteur. Une cellule fluidique 
composée de quatre canaux, trois canaux analytiques ainsi qu’un canal de référence, est ajoutée 
sur le prisme fonctionnalisé afin de réaliser les mesures avec le P4-SPR. Un volume minimal de 
250 µL est nécessaire afin de réaliser une injection dans l’appareil. Ce volume pourrait 
facilement être réduit en utilisant une cellule fluidique de plus petit volume ainsi qu’en réduisant 





Figure 8. A) Instrument P4-SPR accompagné d’un ordinateur portable de 9 
pouces étant seule alimentation nécessaire pour l’appareil SPR. B) Cellule 
fluidique comportant 4 canaux dont 3 analytiques ainsi qu’un canal de référence 
et un prisme de forme Dove recouvert d’un nanofilm d’or. 33 
1.3.4 Théorie du plasmon de surface localisé 
Les plasmons de surface localisés (localized surface plasmon resonance - LSPR) sont 
supportés par un métal noble lorsque la surface disponible pour la propagation des plasmons de 
surface est inférieure à la distance de propagation de ceux-ci. Typiquement, ce phénomène est 
perceptible pour des nanoparticules (NPs) et des nanomatériaux métalliques (de taille inférieure 
au micromètre) dont la taille est plus petite que la longueur d’onde de la lumière visible. Ainsi, 
les oscillations des électrons de la bande conductrice des métaux sont produites par les photons 
et ce selon divers modes menant à la formation de dipôles électriques.34, 35 (Figure 9) Le champ 
électrique de la lumière entre alors en résonance avec les dipôles des nanoparticules pour 
certaines longueurs d’onde précises ou bien gammes de longueurs d’onde. L’absorption des 
photons pour une certaine longueur d’onde suit l’équation 4. Cette excitation est également 
indépendante de l’orientation des photons puisque la taille des NPs est inférieure à la longueur 
d’onde de ceux-ci.24 








]   (4) 
Où E est le coefficient d’extinction des nanoparticules à une certaine longueur d’onde λ 




facteur associé à la forme des nanoparticules et 𝜀′𝑚 et 𝜀′′𝑚 sont respectivement les composantes 
réelle et imaginaire de la constante diélectrique du métal.  
 
Figure 9. Schéma de l’excitation du plasmon de surface localisé par la lumière 
visible.30, 35 
Comparativement à la SPR classique, la LSPR ne nécessite pas de prismes de verre, ce 
qui facilite son utilisation. Les plasmons de surface localisés peuvent être supportés par des 
nanoparticules libres en solution ou bien immobilisées sur une surface. Le confinement du 
champ électrique à proximité des nanoparticules mène à une amplification du champ électrique 
autours des NPs, c’est-à-dire dans les 5 à 15 nm entourant celles-ci. Cette amplification de 
l’intensité du champ électrique permet de réaliser de manière plus sensible le suivi du 
déplacement de la constante diélectrique du milieu adjacent les NPs. Le couplage du phénomène 
LSPR avec la SPR conventionnelle permet d’accroître considérablement la sensibilité de cette 
technique jusqu’à plus de 1000 fois. Les longueurs d’onde auxquelles la LSPR se produit 
dépendent de plusieurs facteurs tels la forme, la taille et la nature des nanoparticules ainsi que 
leur arrangement dans l’environnement. Ces éléments vont affecter la distance de relaxation des 
plasmons de surface et ainsi leur longueur d’onde d’absorption et de dispersion des photons.24  
1.4 Nanoparticules d’or 
1.4.1 Historique 
L’histoire des nanoparticules a commencé près de 5 siècles avant Jésus-Christ alors que 
les premières techniques d’extraction de l’or ont été découvertes en Égypte. À partir de cette 
trouvaille, les peuples égyptiens, romains et asiatiques ont commencés à employer ce métal sous 




Les nanoparticules d’or ont été employées pour la réalisation de verre de rubis, comme colorant 
pour le verre et la céramique ainsi que pour ses propriétés médicinales proférées.36 Bien entendu, 
ses propriétés médicinales telles que présentées il y a plusieurs siècles ne sont pas approuvées 
actuellement par la communauté scientifique. Cependant, les nanoparticules d’or sont 
maintenant employées en médecine à titre de traceurs biologiques ou bien pour induire la mort 
de cellules cancéreuses.37 L’icône de l’utilisation des nanoparticules dans l’art ancienne restera 
la coupe romaine de Lycurgus datant du 4ème siècle après Jésus-Christ. Cette coupe est constituée 
de nanoparticules métalliques d’or et d’argent d’environ 60 nm lui proférant ses propriétés 
LSPR si caractéristiques. Lorsqu’illuminée par l’intérieur de la coupe, soit par transmission, elle 
possède une couleur rougeâtre, alors que, lorsque la lumière est réfléchie sur les parois 
extérieures de la coupe, elle est colorée d’un ton vert.36  
Bien que les nanoparticules fussent utilisées pendant plusieurs siècles dans le milieu 
artistique, ce n’est qu’en 1857 que les premières études sur le sujet apparurent. Faraday 
synthétisa des nanoparticules d’or par réduction du sel de chlorure d’or(III) en utilisant un 
système à deux phases avec du phosphore et du disulfure de carbone gazeux. Il remarqua 
également la dépendance existante entre la taille des NPs ainsi que leur couleur lorsqu’elles 
interagissent avec la lumière. C’est quelques années plus tard, soit en 1861, que Graham attribua 
le terme de colloïdes aux NPs.36  
Les nanoparticules sont des particules généralement métalliques de taille entre 1 et 100 
nm. Les NPs d’or sont celles les plus stables à ce jour et possèdent une chimie de surface simple. 
Elles sont employées dans plusieurs domaines émergents tels les nanomatériaux et les 
nanotechnologies. Elles se démarquent pour le développement de biocapteurs, de 
microélectroniques, en microscopie ainsi que pour la détection de molécule unique.  
1.4.2 Synthèse et caractérisation des nanoparticules  
Diverses techniques ont été développées afin de réaliser la synthèse de NPs d’or. 
Uniquement les plus populaires et pertinentes à ce mémoire seront présentées ci-dessous. 
Toutefois, les différentes étapes de synthèse des NPs demeurent les mêmes pour toutes. En 
premier lieu, la nucléation se produit, suivi de la croissance des NPs et finalement de la 




la forme finale de la NP. La cristallinité de la NP va varier selon l’adsorption spécifique de 
l’agent stabilisant. Ainsi, des NPs anisotropiques telles les nanotiges résulteront de l’application 
de forces de croissance dans une seule direction bien précise. Les NPs sont rarement composées 
uniquement de métal, elles sont entourées d’agents stabilisants chargés à leur surface afin 
d’accroître leur stabilité électrostatique et ainsi prévenir leur agrégation et leur croissance. 
Également, c’est cet agent qui permet de fonctionnaliser les NPs, soit d’ajouter un élément de 
reconnaissance biologique à leur surface afin de les utiliser notamment dans le développement 
de biocapteurs. 
La synthèse développée par Turkevitch en 1951 pour la synthèse de nanoparticules d’or 
sphériques via la technique de réduction de citrate demeure une des plus utilisées encore 
aujourd’hui.38 Les NPs chargées négativement sont produites suite à la réduction de l’or(III) en 
or(0) en présence de citrate. Il est possible de contrôler la taille de celles-ci en variant le ratio de 
citrate et de sel d’or(III) ainsi que les conditions réactionnelles. Plus la quantité de citrate est 
importante, plus les nanoparticules sphériques seront de petite taille. Ensuite, pour réaliser la 
fonctionnalisation de ces NPs, il est généralement nécessaire de faire un échange de ligands à la 
surface des NPs dont avec des molécules thiolées qui s’attachent facilement à la surface d’or.39  
Une seconde synthèse populaire est la technique par croissance de germe puisqu’elle 
permet un meilleur contrôle de la distribution de tailles des NPs (entre 10 et 15%). Il s’agit d’une 
technique nécessitant plusieurs étapes de croissance des nanoparticules qui s’avèrent plus 
efficace afin de réduire les risques de nucléation secondaire menant à une plus grande 
distribution des tailles des NPs. Ainsi, de très petites nanoparticules d’un à trois nanomètres sont 
synthétisées par réduction. Ces germes seront ensuite utilisés comme points de croissance lors 
de l’ajout de sel d’or(III) et d’agents réducteurs pour faire grossir les NPs à la taille désirée. 
Bien entendu, plus d’or(III) est ajouté à l’étape de croissance, plus les NPs synthétisées seront 
de grande taille. C’est cette technique qui est employée pour réaliser la synthèse de nanotiges.39  
D’autres techniques de synthèse permettent d’obtenir l’agent stabilisant désiré dès la 
synthèse sans avoir besoin de passer via un échange de ligands avec des NPs de citrate. La 
méthode de Brust-Schiffrin développée en 1994 permet notamment de synthétiser des NPs 
possédant un groupement thiol à sa surface. Le sel d’or(III), un agent réducteur (NaBH4) ainsi 




stabilisant thiolé contrôle la taille des NPs produites. Cette synthèse permet notamment le 
développement de NPs solubles dans des solvants organiques lorsqu’une molécule hydrophobe 
est liée au groupement thiol sur les NPs. Une synthèse in situ de NPs recouvertes d’une couche 
de polymères est aussi possible via la réduction du sel d’or(III).39  
Une fois les NPs synthétisées, il est nécessaire de réaliser leur caractérisation afin de 
déterminer précisément leur taille, leur forme, leur densité de charge ou bien leurs propriétés 
optiques. La microscopie électronique en transmission (TEM) est très populaire afin de 
visualiser les nanoparticules en 2D. Elle permet de déterminer la distribution de tailles observées 
ainsi que la forme exacte des NPs. Cependant, la TEM est une technique dispendieuse et 
nécessitant des spécialistes. Ainsi, des chercheurs ont développé une technique alternative peu 
coûteuse basée sur la spectroscopie UV-vis permettant de déduire la taille de nanoparticules 
sphériques ainsi que leur concentration en solution. En comparant l’absorbance de la bande 
plasmonique avec l’absorbance à 450 nm à l’aide des tableaux développés par le Dr. Haiss, il 
est possible d’obtenir ces informations.40 La spectroscopie UV-vis permet aussi de déterminer 
la ou les bandes plasmoniques des NPs tout en émettant un jugement sur l’anisotropie des 
particules synthétisées. La diffusion de lumière dynamique (Dynamic Light Scattering – DLS) 
mesure la charge sur les NPs due aux agents stabilisants. Ainsi, il est possible de juger de la 
stabilité des NPs en examinant leur répulsion électrostatique. La mesure de la taille des NPs est 
cependant moins conseillée et surévaluée puisqu’elle tient compte de l’environnement 
hydrodynamique entourant la NP.  
L’avantage de l’emploi des NPs vient du fait qu’elle amplifie le signal de l’analyte ligand 
pour diverses techniques dû à son champ électrique localisé. Parmi celles-ci, on compte la 
spectroscopie Raman (avec le phénomène SERS (surface-enhanced Raman scattering – 
diffusion Raman augmentée en surface)), la spectroscopie infrarouge (IR) et la fluorescence. 
Certaines conditions sont à respecter pour pouvoir observer ce phénomène. Notamment, dans le 
cas de l’IR, le moment dipolaire de la liaison active doit être aligné avec le champ électrique de 
la NP afin d’observer un accroissement du signal, alors que, pour la fluorescence, la distance 
entre la NP et l’analyte est primordiale. Si la molécule fluorescente est trop près de la NP (≤ 10 
nm), elle sera éteinte à cause du transfert d’énergie non-radiatif de l’état excité vers la NP. Ainsi, 




moins à 10 nm de distance afin que l’accroissement localisé du champ électrique mène à une 
augmentation des probabilités de l’excitation du fluorophore.  
1.4.3 Propriétés des nanoparticules 
La théorie de Mie explique de manière approfondie les divers paramètres affectant les 
plasmons de surface localisés des nanoparticules métalliques. Dans cette section, seulement les 
conclusions les plus importantes et pertinentes à ce mémoire seront présentées.41 En premier 
lieu, la bande plasmonique des différentes nanoparticules métalliques ainsi que sa largeur 
dépendent de maints paramètres tels que la forme, la nature du métal noble et sa constante 
diélectrique, la température et l’indice de réfraction du milieu. La figure 10 démontre bien cette 
variation des longueurs d’onde de la bande plasmonique pour des nanosphères et nanotiges d’or 
de différentes tailles.42  
 
Figure 10. Effet de la forme (A) et de la taille (B) de nanoparticules d’or sur les 
spectres LSPR.42, 43 
La forme des NPs va jouer un rôle important quant au nombre de bandes plasmoniques 
présentes. Dès qu’il s’agit d’une particule anisotropique, il n’y aura pas qu’une bande unique. 
Les électrons oscillants vont avoir différentes distances à parcourir selon leurs directions menant 
à des modes longitudinal et transversal distincts. Également, la taille des NPs a un impact sur la 
bande plasmonique, comme observé dans la figure 10. Plus le diamètre est important, plus les 
électrons vont parcourir une longue distance et donc avoir une énergie plus faible résultant en 
une longueur d’onde LSPR plus élevée.41 Selon la théorie de Mie, les particules de moins de 3 
nm possèdent une largeur de bande plus grande à cause des effets de taille quantique du dipôle. 
De plus, les nanoparticules plus petites que 2 nm n’ont pas de bande plasmonique pour cette 








même raison.39 La présence de ligands autours des nanoparticules affecte aussi à la hausse la 
taille des NPs et donc la bande plasmonique. Les propriétés électroniques des ligands 
influencent le milieu diélectrique et, bien entendu, l’énergie de la bande plasmonique. Par 
exemple, la pyridine qui est une molécule 𝜋-accepteur va diminuer la densité électronique et 
donc baisser l’énergie de l’oscillation des électrons résultant en un accroissement de la longueur 
d’onde des plasmons de surface localisés (localized surface plasmons – LSP).41  
L’agrégation est un phénomène où des nanoparticules sont déstabilisées 
électrostatiquement et forment des agrégats. Ce phénomène est caractérisé par l’apparition 
d’une bande plasmonique vers 680 nm dû à l’accroissement de la taille des agrégats de NPs. 
(Figure 11) L’instabilité des NPs est possible lorsque la charge à la surface de celles-ci n’est 
plus assez importante pour permettre leur répulsion et qu’elles commencent à s’approcher. Une 
fonctionnalisation des NPs ou bien un changement du pH (affectant la protonation des agents 
stabilisateurs et donc leurs charges) peuvent mener à ce phénomène.36 L’agrégation est une 
stratégie notamment utilisée pour le développement de biocapteurs LSPR. 
 
Figure 11. Spectres UV-vis représentant l’agrégation de nanoparticules d’or. Le 




1.5 Techniques bioanalytiques – Biocapteurs  
Un biocapteur est un outil analytique permettant de mesurer un signal chimique ou 
biologique. Cet instrument repose sur la transduction du signal biochimique provenant d’une 
réaction spécifique en un signal détectable tel électrochimique, optique, massique ou bien 
thermique.45 Des biocapteurs ont été développés pour la détection de maintes molécules 
biologiques comme des brins d’ADN46, des enzymes47, des anticorps47, des aptamères48, des 
cellules45 et de petites molécules telles le glucose. Un biocapteur est composé de plusieurs 
parties. En premier lieu, le capteur doit être équipé d’un élément de reconnaissance qui pourra 
lier l’analyte d’intérêt. La réponse chimique résultant de la liaison entre le récepteur et l’analyte 
sera convertie en signal mesurable par le capteur. Le signal numérique peut alors être amplifié 
avant d’être collecté et analysé par un ordinateur.45   
1.5.1 Biocapteurs SPR 
Typiquement, un biocapteur SPR de type classique est composé d’une monocouche 
auto-assemblée fixée au film métallique déposé sur le prisme et sur laquelle le récepteur est 
attaché. Puisque le technologie SPR ne varie que selon l’indice de réfraction du milieu et donc 
indirectement selon la masse déposée sur la surface métallique, l’utilisation d’un élément de 
reconnaissance pour permettre la détection spécifique d’un analyte est essentielle.2 Il s’agit du 
seul moyen de différencier l’analyte des autres molécules présentes en solution. C’est ce même 
élément qui offre une si grande versatilité aux biocapteurs SPR. Aucun marquage n’est 
nécessaire permettant ainsi de réduire au minimum les risques d’altération de la structure des 
éléments de reconnaissance et donc la spécificité et la réactivité de ceux-ci.32, 49, 50 L’adsorption 
non-spécifique de molécules à la surface des biocapteurs peut venir causer problème. La SPR 
n’est pas en mesure de distinguer les molécules s’adhérant à la surface alors si des molécules 
indésirables s’adsorbent sur le film métallique, il ne sera pas possible de les différencier des 
molécules désirées. L’optimisation de la SAM devient alors un enjeu essentiel pour s’assurer de 
la spécificité du biocapteur et son utilisation avec des matrices biologiques complexes telles le 
plasma et le sang. Le choix de la monocouche appropriée dépend de la matrice du milieu puisque 
les interactions des molécules de la matrice avec la surface seront différentes d’une SAM à 




réduire l’adsorption non-spécifique51 alors que, pour le sérum comportant des protéines 
biologiques, les chaînes peptidiques polaires ou ioniques se sont avérées les plus efficaces selon 
les travaux du Dr. Olivier R. Bolduc.52 De plus, les SAMs font le pont entre la surface métallique 
et l’élément de reconnaissance. La molécule composant la SAM est bifonctionnalisée ; d’un 
côté un groupement thiol est présent pour permettre la liaison sur la surface d’or et de l’autre un 
acide carboxylique permettant de réaliser la chimie nécessaire pour relier le récepteur. Deux 
techniques sont communément employées : le couplage peptidique impliquant une amine libre 
du récepteur ainsi que l’acide carboxylique de la SAM ou bien l’attache via une étiquette 
histidine (his-tag, suite libre de six histidines) sur la monocouche.53, 54  
Il existe quatre types d’essais biologiques pour l’instrumentation SPR.2 Le cas le plus 
simple est l’essai direct. (Figure 12A) L’élément de reconnaissance est attaché à la surface du 
biocapteur alors que l’analyte vient s’y lier. Cependant, puisque la sensibilité des biocapteurs 
SPR dépend du changement de masse dans la zone d’interrogation des plasmons de surface, les 
grosses molécules de masse molaire supérieure à 10 kDa sont plus faciles à analyser par cette 
première technique. L’essai sandwich permet de réduire la masse des molécules détectées 
jusqu’à 5 kDa tout en accroissant la spécificité et la limite de détection. (Figure 12B) Les 
premières étapes sont les mêmes que pour l’essai direct, puis, une seconde molécule de 
reconnaissance est incubée. Cependant, pour pouvoir effectuer cet essai, l’analyte doit posséder 
plusieurs sites de liaison avec des éléments de reconnaissance différents. Deux autres stratégies 
existent pour les molécules de plus faibles masses molaires (< 5kDa) nécessitant une technique 
d’analyse plus sensible: l’essai compétitif et l’essai inhibitif. Dans le cas de l’essai compétitif, 
l’élément de reconnaissance se trouve à la surface du film métallique. (Figure 12C) Une 
compétition pour les sites de reconnaissance limités s’effectue entre l’analyte provenant de 
l’échantillon et un compétiteur (l’analyte ou son analogue) fixé sur une particule accroissant 
ainsi sa réponse SPR. Contrairement aux techniques précédentes, la relation entre la réponse et 
la concentration de l’analyte est inversement proportionnelle. Finalement, l’essai inhibitif 
nécessite une première incubation de l’analyte de concentration inconnue avec l’élément de 
reconnaissance. (Figure 12D) Cette solution est passée au-dessus du capteur où l’analyte ou son 




molécule de l’analyte du biocapteur. Ainsi, une réponse inversement proportionnelle à la 
concentration de l’analyte incubé est obtenue.2, 29 
 
Figure 12. Méthodes de détection employées pour les biocapteurs SPR A) Essai 
direct, B) Essai sandwich, C) Essai compétitif, D) Essai inhibitif29 
Les biocapteurs SPR se démarquent sur plusieurs points dont leur sensibilité. Comme 
mentionné précédemment, ils possèdent une très grande versatilité du fait qu’ils ne nécessitent 
pas de marquage.32, 49, 50 Les analyses sont réalisées en temps réel et ce à l’aide d’instruments 
miniaturisés et à diagnostic rapide (POC).2 Malgré tout, il demeure un défi de réaliser la 
détection de molécules à faible masse molaire dans des matrices biologiques dû à la présence 
d’adsorption non-spécifique et le faible changement d’indice de réfraction du milieu en présence 
de l’analyte. Le développement d’essais à multiples analytes s’avère aussi très complexe avec 
cette technique différenciant difficilement les molécules.55  
1.5.2 Biocapteurs LSPR 
Les capteurs LSPR sont basés sur deux différents principes : l’agrégation colloïdale et 
le déplacement LSPR dû à la variation de l’indice de réfraction.50 Les capteurs développés à 
partir de la technique d’agrégation des NPs sont d’origine colorimétrique c’est-à-dire qu’un 




un bleu/mauve de la solution est même visible à l’œil nu. Ces capteurs sont très sensibles et ne 
nécessitent pas de marquage. Le premier exemple d’un tel biocapteur remonte à 1996 lorsque 
Chad A. Mirkin a réalisé la détection de simples brins d’ADN à l’aide de nanoparticules d’or.46 
Deux différentes nanoparticules étaient fonctionnalisées avec deux simples brins d’ADN non-
complémentaires. Un troisième simple brin d’ADN était composé de deux sections 
respectivement complémentaires aux deux simples brins d’ADN présents sur les nanoparticules. 
L’ajout de ce tierce simple brin d’ADN apparié menait à la liaison des nanoparticules et donc à 
leur agrégation en solution causant le changement colorimétrique. Bien entendu, si un simple 
brin non-complémentaire est ajouté aux NPs, aucun changement n’était perçu. De plus, cette 
réaction est réversible et les NPs peuvent être resuspendues en augmentant la température.50  
Les biocapteurs LSPR basés sur le changement d’indice de réfraction sont moins 
sensibles que ceux découlant de l’agrégation colloïdale. Par exemple, dans le cas des nanotiges, 
un déplacement de 366 nm/RIU est possible alors que, pour les nanoparticules d’or sphériques, 
il ne s’agit que de 76,4 nm/RIU.50 Malgré tout, cette technique permet la détection simultanée 
de plusieurs analytes (multiplexing) ainsi que la miniaturisation de l’instrument.  
Étant donné la sensibilité plus accrue des biocapteurs SPR comparativement aux 
biocapteurs LSPR, c’est cette technique qui fût employée afin de développer un biocapteur pour 
les antibiotiques aminoglycosides sous la forme d’un essai compétitif présenté dans le chapitre 
2. 
1.6 Luminescence 
Le diagramme de Jablonski explique les différents phénomènes de luminescence 
possibles dont la fluorescence et la phosphorescence. (Figure 13) La molécule passe de l’état 
fondamental S0 vers l’état singulet S1 ou S2 dû à l’excitation de son électron par une source 
lumineuse ou bien électriquement. L’électron à haute énergie peut alors relaxer de manière 
radiative via la fluorescence en passant de l’état singulet à l’état fondamental en éjectant un 
photon très rapidement dû au respect des règles de sélection de la mécanique quantique. 
L’électron excité peut également passer de l’état singulet à l’état triplet par une conversion inter-
systèmes. L’électron va ensuite relaxer par phosphorescence qui est un phénomène radiatif plus 




respecter le modèle quantique. Dû aux relaxations vibrationnelles non-radiatives ainsi qu’aux 
conversions internes, l’énergie d’émission est inférieure à l’énergie d’excitation des photons. 
Cette différence d’énergie s’appelle le déplacement de Stokes.56, 57  
Même si l’énergie fournie à l’électron est assez pour l’exciter jusqu’à l’état singulet S2, 
son émission ne sera pas nécessairement à partir de cet état. Il y a une certaine proportion des 
électrons qui, par conversion interne, ramènera son énergie au niveau vibrationnel 0 de l’état S1. 
Cela s’explique par le faible temps de vie d’un électron à l’état singulet S2 qui est d’environ  
10-12 secondes comparativement à l’état singulet S1 qui se situe entre 10
-5 secondes et 10-10 
secondes. Ce court temps de vie diminue les probabilités que l’émission à partir de l’état singulet 
S2 se produise.
56, 57  
 
Figure 13. Le diagramme de Jablonski représentant les divers processus 
d’excitation et d’émission radiative et non-radiative. L’absorption d’énergie 
(flèches bleue et verte), la conversion interne (flèche pointillée noire), la 
relaxation vibrationnelle (flèche rosée), la fluorescence (flèches rouges), la 
conversion inter-systèmes (flèche pointillée noire) et la phosphorescence (flèches 



































1.6.1 Spectroscopie de fluorescence 
La spectroscopie de fluorescence est une méthode analytique fortement employée à 
cause de sa grande sensibilité et de sa versatilité. Elle est utilisée comme détecteur en 
chromatographie, en imagerie cellulaire et biomoléculaire58, pour la reconnaissance de 
molécules dans des échantillons biologiques notamment par ELISA59 et pour le développement 
d’interrupteurs moléculaires.60, 61  
Pour qu’une molécule soit en mesure de fluorescer, elle doit respecter certaines 
conditions qui se reflètent dans le design de la molécule. Elle possède une grande aromaticité et 
conjugaison afin de rigidifier et aplanir celle-ci de manière à minimiser la dissipation d’énergie 
due aux vibrations. Les molécules fluorescentes possèdent des spectres d’excitation et 
d’émission caractéristiques à leur structure. Il est alors possible de réaliser des mesures multiples 
(multiplexing) si les fluorophores sont sélectionnés de manière à posséder des spectres 
d’émission ne se superposant pas. 
La perte de fluorescence induite par photoblanchiment est également un facteur à 
observer afin de s’assurer que la molécule ne perde pas de sa fluorescence après maints cycles. 
Cette diminution du signal résulte en une diminution de la sensibilité de la technique ce qui n’est 
pas désirée. Malgré tout, la spectroscopie de fluorescence demeure une technique analytique 
très sensible étant donné le faible signal de fond généré puisqu’uniquement une faible proportion 
des molécules parvient à remplir les conditions de fluorescence.  
1.6.2 Électrochimiluminescence 
L’électrochimiluminescence (ECL) est une technique analytique combinant les 
technologies de l’électrochimie et l’optique. Ainsi, une réaction électrochimique menant à un 
état excité va conduire à la production de luminescence lors de la relaxation radiative de la 
molécule excitée. L’ECL rassemble les avantages des deux techniques qui la composent. Elle 
possède le contrôle de l’électrochimie tant du point de vue du lieu où se produit la luminescence 
que son moment exact ainsi que la grande sensibilité de la luminescence. De plus, l’ECL est 




d’avoir de source lumineuse pour cette technique et la dispersion de la luminescence est moindre 
ce qui permet de diminuer le signal de fond et donc d’accroître la sensibilité de la méthode.62  
Le complexe de Ru(bpy)3
2+ fût le premier exemple de molécule répondant à la technique 
d’électrochimiluminescence en 1972 par Tokel et Bard.63 Depuis, plusieurs complexes 
métalliques, les nanoparticules d’oxyde de silice64 ainsi que les points quantiques65 se sont 
avérés à être des molécules électrochimiluminescentes. Celles-ci possèdent divers chemins de 
luminescence passant par l’annihilation d’ions ou bien le processus de co-réactifs. Dans le cas 
de l’annihilation, un transfert énergétique d’électrons se produit à la suite de l’oxydation et la 
réduction des réactifs selon le cheminement des équations 5 à 8. 
A + e-  A- •   (5) 
B - e-  B+ •   (6) 
A- • + B+ •  A* + B  (7) 
A*  A + hv   (8) 
Dans le cas de l’ECL avec les co-réactifs, la luminescence est générée en une seule étape 
de potentiel nécessitant uniquement l’oxydation ou la réduction des deux espèces. Les 
intermédiaires produits vont interagir avec la molécule luminescente pour l’amener à l’état 
excité avant qu’elle relaxe en émettant des photons. Parmi les co-réactifs les plus communs, on 
compte l’oxalate, la tripropylamine et le persulfate.62 
L’ECL est une technique très puissante employée dans plusieurs domaines tels le 
diagnostic clinique, la surveillance de l’industrie alimentaire, de l’eau et de l’environnement 
afin de suivre les biomolécules telles l’ADN, les anticorps, les antigènes, les peptides et les 
aptamères.62, 66 Divers types d’essais ECL sont couramment employés pour le développement 
de biocapteurs. Ceux-ci sont analogues aux essais biologiques qui ont été expliqués 





Figure 14. Méthode de détection employée pour les biocapteurs ECL. A) Essai 
direct, B) Essai sandwich, C) Essai compétitif, D) Biocapteur d’ADN62, 67  
1.7 Conclusion 
Pour conclure, diverses notions essentielles à la lecture de ce mémoire ont été expliquées 
dans le cadre de ce chapitre. Les diverses cibles biologiques visées soient les aminoglycosides, 
la vancomycine ainsi que le ECD HER2 ont premièrement été présentées. L’importance de leur 
suivi via de nouveaux biocapteurs innovateurs a été démontrée. Les fondements des techniques 
analytiques employées telles la SPR, l’ECL et la fluorescence ont ensuite été élaborés. Grâce à 
leurs avantages respectifs, elles ont été sélectionnées pour le développement de nouveaux 
biocapteurs à application médicale. Les nanoparticules d’or ont également été présentées 
puisqu’elles possèdent des avantages plasmoniques considérables employés pour le biocapteur 
SPR d’aminoglycosides du chapitre 2. Finalement, les principes d’un biocapteur et ses divers 
essais possibles ont conclus cette présentation des notions nécessaires à la compréhension de ce 
mémoire. 
Les trois chapitres suivants vont donc porter respectivement sur le développement d’un 
biocapteur SPR à base d’un essai compétitif pour les aminoglycosides (chapitre 2), sur la 
combinaison des technologies SPR et ECL pour réaliser le suivi du HER2 chez les patientes 















la détection de la vancomycine plasmique dans le cadre de la compétition internationale SensUs 




2 Chapitre 2 : Essai compétitif SPR pour la détection 
d’aminoglycosides 
Je fus la principale responsable des expériences présentées dans ce chapitre ainsi que du 
traitement des données. L’élaboration du principe de l’essai fut réalisée avec Pr. Jean-François 
Masson ainsi que Kristy S. McKeating PhD68, qui était ma superviseure de stage lors des quatre 
premiers mois de travail sur cette étude qui dura plus d’un an et demi finalement. La synthèse 
des analogues employés fut réalisée par Atafeh Garzan PhD du groupe de Sylvie Garneau-
Tsodikova de l’Université de Kentucky aux États-Unis.69 Le groupe du Pr. Garneau-Tsodikova 
nous a aussi fourni les protéines Eis exprimées dans la souche E. coli (BL21 (DE3)). 
Comme expliqué dans la section 1.2.1.1, les aminoglycosides sont des antibiotiques qui 
ont de graves conséquences sur la santé des patients lorsque les doses thérapeutiques ne sont 
pas respectées. Ces situations peuvent résulter notamment en de l’ototoxicité ou bien de la 
néphrotoxicité.9, 10 Ces effets sérieux démontrent bien l’importance de réaliser un suivi assidu 
de la concentration sanguine de ces antibiotiques chez les patients. Les tests réalisés 
présentement dans le système hospitalier pour l’accompagnement des patients traités aux 
aminoglycosides sont réalisés en laboratoire et demandent une grande période de temps résultant 
ainsi en un suivi inadéquat. Ce chapitre porte donc sur le développement d’une technique 
d’analyse des aminoglycosides de type POC permettant de réaliser les tests directement dans la 
chambre du patient et ce plus rapidement. Ainsi, un traitement plus personnalisé sera donné au 
patient permettant du même coup de diminuer les effets secondaires reliés à la prise de ces 
antibiotiques.  
2.1 Méthode expérimentale 
2.1.1 Appareils utilisés 
La spectroscopie par UV-vis est réalisée avec le Cary 100 Bio UV-visible 
spectrophotometer de Varian. L’appareil de DLS est le Zetasizer Malvern instruments. Le 




utilisé pour la déposition des nanocouches métalliques est le Cressington coating system 308R. 
L’instrument SPR employé est le P4-SPR d’Affinité Instrument.   
2.1.2 Nanoparticules 
2.1.2.1 Synthèse de nanoparticules d’or sphériques 
La synthèse de manière traditionnelle des nanoparticules d’or sphériques est la suivante.  
La verrerie utilisée est lavée avec de l’aqua regia pendant 20 minutes puis rincée abondamment 
avec de l’eau désionisée à 18,2 MΩ jusqu’à neutralisation complète. Cette première étape est 
essentielle pour toutes les synthèses de nanoparticules. Le sel de trihydate de chlorure d’or(III) 
est dissout dans 10 mL d’eau désionisée à 18,2 MΩ puis ajouté à 500 mL d’eau désionisée à 
18,2 MΩ avant d’être portée à ébullition. Ensuite, l’agent stabilisateur préalablement dissout 
dans 10 mL d’eau désionisée à 18,2 MΩ est ajouté. (Tableau I) La solution est conservée à 
ébullition pendant 15 minutes et passe du jaune, au noir puis au rouge caractéristique des 
nanoparticules d’or.68  
Tableau I. Synthèse des AuNP@PAA et AuNP@citrate 


















Dans le cas de nanoparticules d’or magnétiques, il est nécessaire d’utiliser une synthèse 




solution de NaOH 1,5 M (250 mL) est chauffée à 50˚C et une solution de chlorure de fer(II) 
tétrahydraté 0,4 M, de chlorure de fer(III) hexahydraté 0,8 M et d’acide chlorhydrique 0,4 M y 
est ajoutée goutte à goutte. Le mélange est chauffé 20 minutes avant d’être refroidi à température 
ambiante. Les nanoparticules sont lavées à l’eau et au HNO3 0,1M avant d’être chauffées dans 
une solution de HNO3 0,1M (125 mL) à 90˚C pendant 40 minutes. Une fois refroidis, les cœurs 
magnétiques sont lavés à trois reprises avec de l’eau puis conservés dans de l’eau désionisée à 
18,2 MΩ (500 mL). Pour recouvrir les nanoparticules d’oxyde de fer avec une nanocouche d’or, 
il faut mélanger le sel d’or (HAuCl4 5 mM, 5 mL) avec le glucose (2,5 g) et avec la solution 
préparée précédemment de Fe2O3 et soniquer le mélange pendant 30 minutes pour s’assurer que 
la solution est bien homogène. Elle est ensuite chauffée pendant deux heures à 60˚C puis lavée 
et resuspendue dans de l’eau (5 mL) une fois refroidie.70 
La synthèse de nanoparticules d’or de L-cystéine esterméthylée a été réalisée par la 
technique de multiples croissances de germes.71 Des nanoparticules de moins de 2 nm de 
diamètre sont synthétisées puis grossies par de multiples étapes de croissance des NPs. Le sel 
d’or(III) (0,5 mM, 77 mL) et la L-cystéine esterméthylée (144 mM, 750 µL) sont mélangés 
avant que le NaBH4 (144 mM, 270 µL) froid soit rapidement ajouté faisant passer la solution 
d’un jaune pâle à un brun foncé. Les nanoparticules formées doivent être utilisées dans l’heure 
suivante. La prochaine étape consiste à la croissance des nanoparticules et peut être réalisée 
successivement à plusieurs reprises. Aux nanoparticules précédentes, du sel de chlorure d’or(III) 
(0,5 mM, 50 mL), de la L-cystéine esterméthylée (51,6 mM, 490 µL) et de l’hydroxylamine 
(115,8 mM, 330 µL) sont ajoutés et mélangés pendant une nuit complète faisant passer la 
solution de brun à rouge.  
2.1.2.2 Synthèse de nanotiges d’or 
Tout comme les nanoparticules précédentes, la croissance des nanotiges d’or passe par 
un processus de croissances multiples à partir de germes. Une solution homogène incolore de 
bromure d’hexadécyltriméthylammonium (CTAB) (0,2 M, 125 mL) est préparée dans un bain-
marie à 30˚C. La synthèse des nanoparticules commence avec l’ajout de HAuCl4 (0,5 mM, 5 
mL) à 5 mL de solution de CTAB formant une solution jaune intense. L’addition de NaBH4 




anisotropique des nanoparticules d’or est réalisée. Du AgNO3 (4 mM, 1,5 mL) et du CTAB 
(0,2M, 50 mL) sont mélangés avant l’ajout de HAuCl4 (1 mM, 50 mL) suivi de l’acide 
ascorbique (0,4 mM, 700 µL) formant une solution incolore. Finalement, les nanoparticules (120 
µL) précédemment formées sont ajoutées à la solution et agitées toute la nuit à 30˚C menant à 
la formation des nanotiges d’un rouge bourgogne. Avant leur utilisation, les nanoparticules 
doivent être lavées avec de l’eau afin d’éliminer le CTAB en excès en solution.   
2.1.2.3 Synthèse de nanoparticules d’or quasi-sphériques 
De petites nanoparticules d’or entourées de citrate (AuNP@citrate 5 nm) sont préparées 
selon la technique présentée dans la section 2.1.2.1. Elles passent ensuite à travers trois 
synthèses de croissance afin de former des nanoparticules quasi-sphériques. La première étape 
consiste au mélange des nanoparticules d’or préalablement préparées (100 µL), de NaOH (100 
mM, 5 µL), de sel de chlorure d’or (10 mM, 25 µL), d’acide ascorbique (100 mM, 5 µL) et de 
CTAB saturé (900 µL) dans un bain-marie à 30˚C. La même étape de croissance est répétée à 
deux reprises avec le mélange précédemment obtenu (2ème croissance : identique à la première 
; 3ème croissance : tous les volumes sont multipliés par un facteur de 10). Les nanoparticules 
sont conservées deux heures dans le bain-marie avant d’être lavées à deux reprises avec de l’eau.   
2.1.2.4 Fonctionnalisation des nanoparticules d’or avec les analogues  
L’acide 16-mercaptohexadécanoïque (MHA) (1,00 g, 3,47 mmol, 1,0 Éq.) est dissout 
dans 20 mL de 1,4-dioxane. Le Nα-Nα-dicyclohexylcarbodiimide (0,77 g, 3,7 mmol, 1,1, Éq.) et 
le N-hydroxysuccinimide (NHS) (0,40 g, 3,5 mmol, 1,0 Éq.) sont ajoutés au mélange de dioxane 
et mélangés à température ambiante pendant 4 heures. Le dicyclohexylurée solide est éliminé 
par filtration par gravité et le filtrat possédant le produit de la réaction est conservé, évaporé 
puis solubilisé dans le diméthylformamide à une concentration de 1 mM. Un mélange 1 : 1 NHS-
MHA (1 mM) : Analogue 2 (1 mM) est agité pendant une nuit à température ambiante. Cette 
solution (90 µL) est ajoutée avec des AuNPs (910 µL) et agitée pendant une nuit à température 
ambiante. La solution de NPs est centrifugée (6 000 rpm, 10 min) puis resuspendue dans le 




2.1.2.5 Fonctionnalisation des nanobilles d’oxyde de silice avec les analogues  
Des billes de 200 nm de diamètre d’oxyde de silice fonctionnalisées avec des acides 
carboxyliques terminaux sont employées. Elles sont activées (920 µL à des concentrations entre 
0,00545 mg/mL à 5,45 mg/mL) avec l’ajout d’un mélange de EDC (2 mg/mL, 10 µL) et de NHS 
(2 mg/mL, 25 µL) pendant une heure. Les analogues 2 (1 mM, 45 µL) portant une amine 
primaire sont ensuite ajoutées à la solution agitée toute la nuit. Les nanobilles fonctionnalisées 
sont finalement lavées avec une solution aqueuse.   
2.1.2.6 Caractérisation des NPs 
Les NPs sont caractérisées à l’aide de diverses techniques analytiques soient la 
spectroscopie UV-vis, la DLS et la TEM. Dans le cas de la spectroscopie UV-vis, une gamme 
de 400 nm à 800 nm est employée ce qui permet l’utilisation de cuvettes de plastique. Pour la 
DLS, les mesures sont réalisées à 25˚C en mode Zeta pour la prise du potentiel zêta, la mobilité 
et la conductivité et en mode Size pour déterminer le diamètre dynamique des nanoparticules. 
L’appareil  de TEM employé, le FEI Tecnai 12, est équipé d’une caméra XR280 avec un temps 
d’exposition de 1 200 ms et utilisé à un potentiel de 80 kV. 
2.1.2.7 Test d’agrégation des NPs 
Le suivi de la bande plasmonique est réalisé par spectroscopie UV-vis pour des solutions 
de nanoparticules dans un certain tampon et en présence d’aminoglycosides. L’antibiotique 
employé est la tobramycine ou bien la néomycine à des concentrations de 150 µM. 
L’accroissement de l’absorbance à 680 nm caractéristique de l’agrégation des nanoparticules 
est examiné et comparé à l’absorbance au maximum de la bande plasmonique afin de juger de 
la stabilité des nanoparticules (Aλmax/A680 nm). 
2.1.3  Essai SPR 
2.1.3.1 Prisme d’or 
Les prismes de forme Dove de 20 mm x 12 mm sont lavés avec une solution piranha 
pendant une heure avant d’être rincés à l’eau désionisée à 18,2 MΩ puis entreposés dans 




cathodique. Une couche adhésive de 1 nm de chrome suivi de 50 nm d’or, plasmoniquement 
actif, sont déposés sur les prismes.  
2.1.3.2 SAMs 
Sur un prisme d’or, une solution de 1 mg/mL de peptide thiolé 3-MPA-LHDLHD-OH 
synthétisé par Alexandra Aubé72 dans du N,N-diméthylformamide est appliquée pendant une 
nuit à l’abris de la lumière. Les prismes sont ensuite lavés à l’eau désionisée à 18,2 MΩ puis à 
l’éthanol avant d’être séchés et conservés jusqu’à 3 mois dans le noir. 
2.1.3.3 Essai compétitif SPR 
Le prisme d’or fonctionnalisé avec la monocouche peptidique est inséré dans l’appareil 
P4-SPR. Une chambre fluidique de PDMS comportant trois canaux d’analyse (essai compétitif 
avec antibiotique) et un canal de référence (essai compétitif sans aminoglycoside) est ajoutée 
au-dessus du prisme avant que le socle ne soit fermé afin de permettre une étanchéité du tout et 
prohiber les fuites pouvant perturber les analyses SPR. Avant le début des analyses, la 
monocouche est réhydratée avec de l’eau désionisée à 18,2 MΩ et l’instrument stabilisé. Afin 
de réaliser la liaison du récepteur au biocapteur, une solution d’hydrochlorure de N-(3-
diméthylaminopropyl)-N’-éthylcarbodiimide  (EDC) (39 mg/mL, 200 mM) et de NHS (14 
mg/mL, 122 mM) est injectée dans l’instrument SPR afin d’activer la surface et maintenue 
pendant 5 minutes. Après un lavage de PBS 1X, la protéine Eis (100 µM) dans du PBS @ pH 
4,5 est liée à la surface par un couplage peptidique pendant 15 minutes. Les sites activés où le 
récepteur ne s’est pas lié sont inactivés à l’aide d’éthanolamine 1M à pH 8,5 pendant 10 minutes. 
L’essai compétitif peut alors être fait puisque le biocapteur est prêt. Ainsi, dans les trois canaux 
analytiques, un mélange de NPs fonctionnalisées avec les analogues 2 avec l’aminoglycoside 
(150 µM) dans le tampon choisi est ajouté, alors que, dans le canal de référence, uniquement les 
NPs sont injectées. Les interactions avec la protéine Eis à la surface du biocapteur de ces 
mélanges sont analysées pendant 30 minutes avant que la surface soit lavée. Les déplacements 




2.2 Design de l’essai biologique compétitif  
Étant donné que la tobramycine ne démontre quasi aucun déplacement de la bande 
plasmonique en solution tampon et puisque les aminoglycosides sont de petites molécules 
généralement de moins de 1 kDa, il est essentiel d’utiliser une technique d’accroissement du 
signal afin de pouvoir distinguer ces antibiotiques dans des matrices complexes comportant plus 
d’adsorption non-spécifique qu’en solution tampon.. Étant donné la faible masse molaire des 
analytes dans cette expérience par rapport à la sensibilité de la méthode, la technique de l’essai 
compétitif fut choisie afin de réaliser la quantification des aminoglycosides en matrices 
biologiques. (Figure 15A) Ainsi, un analogue des analytes est attaché à une nanoparticule d’or 
afin d’accroître significativement le signal SPR par effet de masse et de couplage plasmonique 
lorsque lié au récepteur. Une compétition entre la liaison de l’analyte de faible masse molaire 
ainsi que celle de l’analogue amplifié à la protéine Eis (enhanced intracellular survival) sur la 
surface métallique permet de quantifier les aminoglycosides grâce à la différence du signal 
plasmonique des deux molécules. Cette technique résulte en une courbe où la concentration 
d’antibiotiques est inversement proportionnelle à la réponse du biocapteur. Ainsi, à faible 
concentration d’aminoglycosides, le signal obtenu est important puisqu’il résulte 
majoritairement de la réponse plasmonique de l’analogue attaché à la nanoparticule d’or. 
Inversement, à haute concentration d’antibiotiques, la réponse du biocapteur résultera 
principalement de la liaison des analytes menant à un faible déplacement plasmonique. (Figure 
15B) 
Pour que cette technologie fonctionne, il est nécessaire de travailler avec un analogue 
d’aminoglycoside (compétiteur) ainsi qu’un récepteur adéquats. Pour l’élément de 
reconnaissance, la protéine Eis isolée à partir de la bactérie E. coli (BL21 (DE3)) qui la 
surexprime a été utilisée. La protection conférée aux bactéries par Eis résulte d’une régulation 
à la hausse provenant d’une mutation de l’information génétique des cellules bactériennes afin 
de répondre à l’attaque constante des aminoglycosides.73 L’enzyme Eis se nomme aussi 
acétyltransférase d’aminoglycoside puisque cela reflète parfaitement bien sa fonction principale 
qui est de multiacétyler les aminoglycosides afin d’éliminer leur activité antibactérienne et donc 
de permettre aux bactéries de survivre.74 Ainsi, les bactéries ont développé une résistance 





Figure 15. A) Schéma de l’essai compétitif entre les aminoglycosides et leurs 
analogues fonctionnalisés sur des nanoparticules d’or pour la liaison à la protéine 
Eis sur la surface du prisme d’or. B) Schéma de la réponse attendue lors de 
l’essai compétitif ; important signal SPR en absence d’antibiotiques (courbe 
bleue) et faible déplacement de la bande plasmonique en présence 
d’amynoglycosides (courbe verte). 
Par exemple, une fois que la kanamycine est acétylée, elle n’est plus en mesure de se lier 
à la sous-unité 30S du ribosome, altérant complètement son activité antimicrobienne.73, 75 Une 
des stratégies afin de contourner cette résistance consiste à développer des molécules permettant 
de réaliser l’inhibition de l’acétylation des aminoglycosides.69 Plusieurs types d’inhibiteurs ont 
déjà fait leurs preuves quant à leur efficacité à réduire l’activité des protéines Eis. Parmi ceux-
ci, on compte le 1,2,4-triazino[5,6b]indole-3-thioether76, les centres hétérocycliques de 
l’isothiazole S,S-dioxide77, les molécules à base de sulfonamide78, le méthyle 4H-furo-[3,2b]-
pyrrole-5-carboxylate79 et le 3-(1,3-dioxolano)-2-indolinone79. Ces inhibiteurs représentent 
d’excellents candidats pour agir à titre de compétiteur pour le biocapteur d’antibiotiques en 
développement.  
Pour cette étude, ce sont les molécules à base de pyrrolo-[1,5-a]pyrazine qui ont été 
sélectionnées dû à leur excellente efficacité et au fait qu’elles se lient au même site de liaison 
que les aminoglycosides. Elles ont été synthétisées et analysées par Atafeh Garzan du groupe 
du Pr. Garneau-Tsodikova.69 (Figure 16) Par exemple, ces molécules possédant des 
concentrations inhibitrices médianes d’aussi peu que 0.064 ± 0.008 μM ont permis de rétablir 
l’efficacité de la kanamycine contre les bactéries.69 Le site de liaison de cette famille 
d’inhibiteurs a été identifié comme étant le même que celui où les aminoglycosides s’attachent 
à l’enzyme Eis tout comme pour les inhibiteurs de type isothiazole S,S-dioxide.69, 77 L’analyse 




pyrrolo-[1,5-a]pyrazine dans la cavité de l’Eis en présence de sa coenzyme A permet une 
compréhension complète des forces permettant leur liaison. (Figures 17 et 18) L’attraction 
électrostatique entre le corps pyrrolo-[1,5-a]pyrazine chargé positivement et la charge négative 
du site de liaison des aminoglycosides dans la cavité du Eis s’avère essentielle à la liaison de 
l’inhibiteur à la protéine, alors que, le groupement phényl situé à l’opposé de ce corps chargé 
vient accroître les interactions hydrophobes avec le site de liaison. Il est aussi important de 
remarquer les multiples interactions π-π participant à l’attachement de ces molécules à l’Eis.69 
Ainsi, la protéine Eis choisie à titre de récepteur moléculaire est en mesure de lier les différents 
aminoglycosides examinés dans ce chapitre ainsi que les analogues possédant la base de pyrrolo-
[1,5-a]pyrazine.  
 
Figure 16. Analogues composés de la base pyrrolo-[1,5-a]pyrazine dont la 
molécule 1 qui porte un thiol et les molécules 2a-d qui comptent une amine 
primaire. 
Cependant, puisque les interactions entre des molécules peuvent être affectées par 
l’attachement à une surface versus lorsqu’elles sont en solution, il est nécessaire de vérifier 
l’activité de la protéine Eis liée à la monocouche auto-assemblée du film d’or. Pour ces tests, 
les différents analogues synthétisés ainsi que certains antibiotiques ont été examinés par essai 
direct en SPR. Les résultats du tableau II démontrent que la protéine Eis est bel et bien active 
même lorsqu’attachée à la surface par couplage peptidique. Des déplacements de la bande 
plasmonique SPR de plus de 1 nm sont excellents pour des molécules avec de si faibles masses 






Figure 17. Structure cristalline du complexe de la protéine Eis (EisC204A), la 
coenzyme A et la tobramycine. A) Hexamère de Eis où un des monomères (en 
bleu) liant la tobramycine est en représentation de type ruban, B) Vue de haut du 
monomère possédant le site actif du Eis liant la tobramycine en représentation de 
type ruban, C) Vue de haut de la conformation menant à l’acétylation en position 
6’ de la tobramycine, D) Vue de haut de la conformation menant à l’acétylation 





Figure 18. A) Structure cristalline du complexe entre un monomère de la 
protéine Eis (EisC204A), la coenzyme A et la molécule à base de pyrrolo-[1,5-
a]pyrazine, B) Vue du site actif où la molécule de pyrrolo-[1,5-a]pyrazine est 
liée à la protéine Eis.69 
Tableau II. Déplacement de la bande plasmonique SPR par essai direct des divers analogues 
d’aminoglycosides ainsi que de la tobramycine et la néomycine à une concentration de 
150 µM dans un tampon d’acétate de sodium 10 mM à pH 4 lors de leur interaction 
avec la protéine Eis. 
Molécule Déplacement plasmonique 
2a (2,2 ± 0,1) nm 
2b (1,3 ± 0,1) nm 
2c (1,2 ± 0,2) nm 
2d (0,78 ± 0,02) nm 
Tobramycine (0,45 ± 0,06) nm 




2.3 Nanoparticules d’or 
Afin que ce type de biocapteur soit efficace, il est essentiel que la distinction entre la 
présence de l’analyte antibiotique et la liaison du compétiteur soit possible. Pour cela, il faut 
développer un compétiteur efficace qui parvient à accroître significativement le signal SPR pour 
obtenir une meilleure sensibilité. Ainsi la prochaine section portera sur le développement et 
l’amélioration de maintes nanoparticules afin d’identifier le compétiteur optimal.  
2.3.1 Fonctionnalisation des nanoparticules avec les analogues 
Pour développer les différents compétiteurs, il n’est pas seulement nécessaire de synthétiser des 
nanoparticules mais il faut également lier les analogues d’aminoglycosides à celles-ci. 
Heureusement, la chimie de surface des nanoparticules d’or est plus accessible et rapide que 
plusieurs autres métaux. Par exemple, le groupement thiol s’attache spontanément à la surface 
des nanoparticules en délogeant les agents stabilisants. Ce principe d’échange de ligands permet 
alors d’attacher à l’aide de peu d’étapes de synthèse les analogues d’aminoglycosides aux 
nanoparticules. Dans le cas de l’analogue 1, la molécule comporte un groupement thiol 
permettant de tout simplement l’ajouter à une solution de nanoparticules afin que celle-ci se lie 
à leur surface instantanément. Pour les analogues 2, la fonctionnalisation sur leur support 
nécessite quelques étapes préliminaires supplémentaires. Afin de permettre leur attachement, il 
est nécessaire de synthétiser un ligand comportant un groupement thiolé. La figure 19 présente 
la stratégie utilisée pour atteindre cet objectif. Un couplage peptidique entre l’amine primaire 
des analogues 2 ainsi que l’acide carboxylique terminal du ligand thiolé a été choisi. Une fois 
mis en solution avec ce nouvel analogue thiolé, les nanoparticules sont fonctionnalisées et prêtes 
à être employées comme compétiteur pour le biocapteur.  
Afin de s’assurer que les nanoparticules ont bel et bien été fonctionnalisées avec les 
différents analogues, il est nécessaire de réaliser des études spectroscopiques. Ainsi, en 
comparant la bande plasmonique des nanoparticules-analogues avec celle des nanoparticules 
non fonctionnalisées, il est possible de juger de l’attachement des analogues. La présence de 
molécules dans l’environnement diélectrique de la nanoparticule cause un léger déplacement 
bathochromique de la bande d’absorption des plasmons de surface localisés. Également, la 




adéquate en examinant la charge entourant les nanoparticules. Il est impératif d’examiner si les 
NPs-analogues ne subissent pas d’agrégation car cela viendrait biaiser les résultats SPR de 
l’essai compétitif, d’où l’importance du suivi par spectroscopie UV-vis ainsi que par DLS. 
 
Figure 19. Synthèse des analogues 2 thiolés permettant l’attachement aux 
nanoparticules d’or 
2.3.2 Stabilisation des nanoparticules d’or 
2.3.2.1 Optimisation de la charge des NPs 
Afin de conserver les nanoparticules stables en solution, il faut porter une attention 
particulière à la charge de celles-ci afin de s’assurer que les répulsions électrostatiques sont 
assez importantes pour les empêcher de s’agréger. Puisque les aminoglycosides sont des 
molécules polycationiques, il est nécessaire de vérifier si ceux-ci peuvent s’acclimater dans un 
milieu contenant des nanoparticules chargées négativement sans causer leur agrégation ou si des 
nanoparticules positives sont préférables. Ainsi, deux types de NPs de charge opposée ont été 
synthétisées à l’aide d’une technique similaire afin d’analyser l’effet de ce paramètre : des 
nanoparticules d’or recouvertes de citrate (AuNP@citrate) (charge négative)38 et des 
nanoparticules d’or de poly(allylamine) (AuNP@PAA) (charge positive). (Les synthèses des 
différentes nanoparticules sont présentées dans la section 2.1.2) Par convention, les 
nanoparticules possédant un potentiel zêta, en valeur absolue, plus élevé que 30 mV sont 




les nanoparticules positives sont stables en présence d’antibiotiques puisqu’elles présentent un 
potentiel zêta de plus de 40 mV comparativement aux nanoparticules chargées négativement qui 
se retrouvent avec un potentiel zêta de seulement -11 mV en présence d’aminoglycosides.   
Tableau III. Stabilité des nanoparticules selon leur charge 
Technique 
spectroscopique 




AuNPs (51,5 ± 5,6) mV (-30,1 ± 0,3) mV 




(42,5 ± 3,3) mV 
(Néomycine) 





AuNPs 526 nm 528 nm 
AuNPs@2a 528 nm 532 nm 
AuNPs@2a + 
Tobramycine 150 µM 
529 nm 547 nm 
( A680 nm) 
Autant les nanoparticules positives que négatives sont stables à la suite de l’ajout de 
l’analogue 2a à leur surface comme le démontre le faible déplacement de la bande plasmonique 
en spectroscopie UV-vis ainsi que la faible variation des charges à la surface des NPs mesurée 
par DLS. En revanche, dès l’ajout de la tobramycine ou bien de la néomycine, une différence 
entre les deux types de NPs se dessine. Les AuNP@PAA ne subissent que très peu de variation 
alors que les AuNP@citrate ont un important déplacement bathochromique et une augmentation 
de l’absorbance vers 680 nm en UV-vis et une chute de la charge à leur surface en DLS. Comme 
présenté précédemment, un tel déplacement en UV-vis est caractéristique de l’agrégation de 
NPs tout comme la chute drastique de la charge à leur surface causant une perte de répulsion 
électrostatique. Ainsi, les NPs chargées négativement ne sont pas stables en présence 




biocapteur. La suite du développement du biocapteur se concentre alors sur la synthèse de 
nanoparticules positives stables dont les formes et les agents stabilisateurs sont variés. 
2.3.2.2 Optimisation de la stabilité des AuNP@PAA 
Afin d’accroître la stabilité des nanoparticules d’or recouvertes de poly(allylamine), un 
aminothiol a été ajouté lors de la fonctionnalisation des NPs avec les divers analogues. La 
cystéamine devrait alors accroître la charge à la surface des nanoparticules et ainsi améliorer la 
stabilité de celles-ci. Différents ratios de cystéamine et de l’analogue 2a ont été testés afin de 
trouver celui permettant la meilleure stabilisation. (Tableau IV) Deux facteurs ont été analysés 
afin de juger de la stabilité des nanoparticules synthétisées. La charge à leur surface est le 
premier indicateur de la stabilité ou non des nanoparticules. Plus leur charge est importante, 
meilleure est leur stabilité. Ensuite, l’analyse du taux d’agrégation des nanoparticules est 
réalisée en comparant l’absorbance de la bande plasmonique avec celle à 680 nm qui est 
caractéristique de la formation d‘agrégats métalliques. Ainsi, plus le rapport Aλmax/A680 nm est 
important, plus l’échantillon plasmonique est stable. En ce qui concerne les résultats du tableau 
IV, l’accroissement de la stabilité des nanoparticules est évident avec l’ajout de la cystéamine 
dû à l’accroissement de près de 10 mV de la charge à leur surface et avec la diminution de la 
proportion de nanoparticules agrégées absorbant vers 680 nm. Dès que la quantité de cystéamine 
atteint le rapport 14 : 1 (Cystéamine : Analogue 2a), cette stabilisation est significative. Ainsi, 
le ratio 14 : 1 cystéamine : analogue 2a a été choisi pour continuer les tests puisqu’il permet 
d’optimiser la stabilisation des nanoparticules tout en permettant de maintenir un bon nombre 
d’analogues sur les nanoparticules.  
Il est également nécessaire de se questionner par rapport à l’impact des divers analogues 
sur la stabilité des nanoparticules. En observant le tableau V, il est possible d’en conclure que 
ce facteur n’a que très peu d’impact sur la stabilité des AuNP@PAA puisque les variations de 
charge mesurée en DLS ainsi que les rapports d’absorbance de la bande plasmonique versus les 
hautes longueurs d’onde caractéristiques à l’agrégation des NPs ne sont pas significatives. Ainsi, 






Tableau IV. Stabilisation des AuNP@PAA avec la cystéamine à diverses concentrations. 
Ratio  
Cystéamine : Analogue 2a thiolé 
DLS Aλmax/A680 nm 
0 : 1 (44,4 ± 1,5) mV 8,8 
1 : 1 (41,9 ± 3,3) mV 8,9 
9 : 1 (48,7 ± 3,8) mV 12,1 
14 : 1 (51,7 ± 4,1) mV 12,3 
29 : 1 (53,4 ± 4,2) mV 12,7 
89 : 1 (48,0 ± 3,8) mV 14,2 
 
Tableau V.  Comparaison des nanoparticules AuNP@PAA avec les différents analogues 2. 
Analogue DLS Aλmax/A680 nm 
2a (44,4 ± 1,5) mV 8,8 
2b (38,3 ± 3) mV 13,0 
2c (36,9 ± 2,9) mV 11,9 
2d (45,8 ± 3,6) mV 11,8 
 
Ensuite, le tampon dans lequel l’essai compétitif se produit a été analysé afin de s’assurer 
que les nanoparticules seules et en présence d’aminoglycosides soient stables. Parmi les 
multiples tampons testés, l’acétate de sodium 10 mM à un pH de 4,5 et l’eau se sont avérés 
excellents pour conserver la stabilité des nanoparticules en solution mais seulement l’acétate de 




VI). Ainsi, ce nouveau type de nanoparticule d’or de poly(allylamine) stabilisées par de la 
cystéine et fonctionnalisées avec les analogues 2 en solution tamponnée d’acétate de sodium 
pourra passer à la prochaine étape consistant à son essai à titre de compétiteur SPR présenté 
dans la section 2.4.1. 
 
Tableau VI.  Stabilité des AuNP@PAA@cystéamine avec les analogues 2 dans divers 
tampons. 
Tampon Antibiotique ΔλLSPR État 
HEPES 50 mM @ 
pH 7,5 
- 525 nm  529 nm 
4 nm 
Instable 
MES 50 mM @ pH 
6,6 
- 524 nm  525 nm 
1 nm 
± Stable 
PBS 1X @ pH 7,3 - 587 nm  632 nm 
45 nm 
Instable 
PBS @ pH 4,5 - 524 nm  550 nm 
26 nm 
Instable 




sodium @ pH 10,5 
- 524 nm  550 nm 
26 nm 
Instable 






Tampon Antibiotique ΔλLSPR État 
Acétate de sodium 
10 mM @ pH 4,0 
- 524 nm  524,5 nm 
0,5 nm 
Stable 
H2O Tobramycine  
150 µM 
524 nm  534 nm 
10 nm 
Instable 
Acétate de sodium 
10 mM @ pH 4,0 
Tobramycine  
150 µM 
524 nm  525 nm 
1 nm 
Stable 
Acétate de sodium 
10 mM @ pH 4,0 
Néomycine  
150 µM 
524,7 nm  525,0 nm 
0,3 nm 
Stable 
2.3.2.3 Optimisation de l’agent stabilisateur et la forme des NPs 
Parmi les nanoparticules positives dont la synthèse a été testée, quatre d’entre elles n’ont 
pas mené à des nanoparticules assez stables pour se rendre jusqu’aux tests par SPR sans 
s’agréger au préalable. Une synthèse de nanoparticules de L-cystéine esterméthylée a été tentée 
c’est-à-dire la méthode de Chen.80 La L-cystéine esterméthylée a été ajoutée à des NPs@citrate 
ce qui a causé leur agrégation. Ensuite, trois différentes techniques de synthèse pour former des 
nanoparticules d’or de cystéamine ont été essayées. La première consistait à un transfert de 
phase en deux étapes.81 Premièrement, une solution de toluène contenant de l’octadécylamine 
était ajoutée à des nanoparticules de citrate ce qui causait le transfert des NPs en phase 
organique. La phase organique est récupérée et lavée avant qu’un aminothiol, la cystéamine, en 
solution aqueuse y soit ajouté ramenant les NPs cationique en solution aqueuse. La stabilité de 
ces nanoparticules de cystéamine s’est avérée très faible puisqu’en moins d’une journée elles 
étaient agrégées.  
La technique de Malhotra consiste à ajouter les NPs de citrate directement dans une 
solution très concentrée de cystéamine pour permettre un transfert rapide des agents 




stabiliser.82 En solution concentrée de cystéamine, les nanoparticules étaient stables et 
présentaient une bande plasmonique autour de 522 nm. Cependant, leur lavage a causé leur 
déstabilisation et donc leur agrégation. Ces nanoparticules n’ont donc pas pu être utilisées à titre 
de compétiteurs en SPR.  
Finalement, la méthode inspirée de Feng qui consistait à l’oxydation de l’or(III) en or(0) 
par le borohydrure de sodium en présence d’un aminothiol chargé a été testée.83 Les 
nanoparticules de cystéamine de 8 nm de diamètre se sont avérées stables mais uniquement sur 
une très courte période de temps ce qui n’a malheureusement pas permis leur utilisation à titre 
de compétiteur pour l’essai biologique. Des tests DLS et UV-vis ont permis de déterminer leur 
bande plasmonique dont le maximum se situait à 522 nm et leur charge de (38,6 ± 2,2) mV avant 
fonctionnalisation.  
Ensuite, quatre nouvelles synthèses de nanoparticules d’or ont été réalisées et ont mené 
à la formation de compétiteurs potentiels pour le biocapteur SPR. La méthode de croissance de 
nanoparticules d’or de L-cystéine esterméthylée développée par Guo71 consiste en la 
germination de nanoparticules de petite taille recouverte de L-cystéine esterméthylée dont la 
croissance est réalisée, par la suite, en ajoutant de l’agent stabilisateur, du sel d’or et de 
l’hydroxylamine. Les nanoparticules cationiques formées se sont avérées à être très petites soit 
d’environ 5 nm. Lorsque fonctionnalisées, la bande plasmonique de ces nanoparticules passe de 
518 nm à 528 nm avec l’analogue 2c démontrant ainsi son attachement à la surface des NPs. 
Étant donné la bonne stabilité de ces NPs fonctionnalisées, elles ont été testées pour l’essai 
compétiteur SPR. Par la suite, le CTAB a été employé dans le développement de deux types de 
synthèses à croissance multiple de NPs anisotropiques c’est-à-dire les NPs quasi-sphériques84  
ainsi que les nanotiges85. Dans le cas des nanoparticules quasi-sphériques, les premières 
nanoparticules synthétisées sont recouvertes de citrate et croissent à trois reprises afin de 
s’assurer que les nanoparticules forment des quasi-sphères et ne se développent pas que d’un 
seul côté et deviennent des bâtonnets. En analysant les images TEM prises (Annexe A – Images 
TEM des NPs quasi-sphériques) de ces nanoparticules, il est possible d’observer que les NPs 
synthétisées ne sont pas de tailles et de formes aussi constantes que désiré. La majorité d’entre 
elles sont des quasi-sphères alors qu’environ 12% possèdent plus une forme de nanotiges que 




de 30 nm à 40 nm de diamètre moyen. Cela se reflète également dans le spectre d’absorption où 
la bande plasmonique est plus large et dont le maxima est de 546 nm avant fonctionnalisation. 
Lorsque fonctionnalisées avec les divers analogues 2, la bande d’absorption des plasmons de 
surface localisés accroît vers 550 nm. Quant aux nanotiges, elles résultent de la simple 
croissance, en présence de CTAB, de nitrate d’argent, d’acide ascorbique et de sel d’or(III), de 
petites nanoparticules de CTAB. Elles sont anisotropiques à cause des deux différentes distances 
que peuvent parcourir les électrons dans celles-ci. Cette taille de 30 nm par 10 nm mène à 
l’obtention de deux bandes plasmoniques à 579 nm (la plus intense) et 548 nm. Lorsque 
fonctionnalisées, ces bandes vont subir un déplacement bathochromique d’une dizaine de 
nanomètres. Il est donc possible d’analyser ces deux types de NPs de CTAB, quasi-sphériques 
et longitudinales, par SPR pour l’essai compétitif. Finalement, des nanoparticules d’or avec un 
cœur d’oxyde de fer(III) ont été formées. L’intérieur de Fe2O3 est premièrement synthétisé puis 
recouvert d’or. Ces nanoparticules possèdent la même chimie de surface que les nanoparticules 
d’or traditionnelles donc les thiols y sont facilement attachés et, en plus, elles sont magnétiques. 
Il est donc possible d’utiliser un aimant pour effectuer les lavages ou bien pour accélérer le 
déplacement des NPs. L’ajout d’un aimant sous le prisme SPR peut alors accélérer l’attachement 
du compétiteur magnétique à la surface du biocapteur pour les aminoglycosides.  
En plus de ces quatre nouveaux types de NPs synthétisés, des nanoparticules d’oxyde de 
silice ont été fonctionnalisées avec les divers analogues d’aminoglycosides. Cette initiative 
visait à déterminer si le fait d’utiliser des nanoparticules métalliques affectait le biocapteur 
développé. Puisque le matériau des nanoparticules a changé, il était nécessaire de repenser la 
fonctionnalisation de celles-ci. La chimie des thiols n’étant pas possible, l’approche de la liaison 
peptidique a été empruntée. Ainsi, les nanoparticules d’oxyde de silice de 200 nm de diamètre 
possédant des pores de 4 nm et des fonctions carboxyliques à leur surface ont été activées par 
EDC/NHS puis mises en contact avec les analogues possédant une amine primaire. Ainsi, 
l’analogue peut se lier à la surface des particules d’oxyde de silice qui agira comme compétiteur 
pour les tests du biocapteur SPR.  
Ainsi, le tableau VII résume bien les caractéristiques des nanoparticules, avant et après 
leur fonctionnalisation, qui sont des candidates intéressantes pour l’essai compétitif et dont leurs 




Tableau VII. Résumé des caractéristiques des différentes NPs synthétisées et testées à titre 
de compétiteur pour le développement du biocapteur SPR pour les aminoglycosides. 
Nom des NPs Agent 
stabilisateur 
Taille λLSPR  
maximale 
DLS 
AuNP@PAA PAA 38 nm 526 nm 
528 nm (2a) 
(51,5 ± 5,6) mV 











5 nm 518 nm 




CTAB (36 ± 7) nm 546 nm 
551 nm (2a) 
550 nm (2c) 
50 mV 




589 nm (2c)  
(anisotropique) 
- 
Fe2O3@Au 70 Glucose - 466 nm - 
SiO2NP - 200 nm - - 
2.4 Essai compétitif 
2.4.1 Résultats préliminaires 
À la suite des études ayant mené au développement de diverses nanoparticules stables 




de compétiteur pour l’essai développé en SPR ont été analysées. Ainsi, les sept différentes 
nanoparticules présentées au tableau VII ont été  analysées par SPR lorsque seules avec le 
récepteur Eis à la surface du biocapteur ainsi qu’en présence de néomycine à une concentration 
de 150 µM.  Deux cas de figure sont ressortis de cette analyse.  En premier lieu, certaines 
nanoparticules compétitives en présence d’antibiotiques réagissent en s’aggrégant, comme c’est 
le cas à la figure 20A puisque l’ajout de tobramycine mène à une croissance du déplacement 
SPR. Également, une seconde famille de nanoparticules réagit comme prévu à l’essai, 
contrairement aux précédentes, et démontre une perte de signal en présence d’antibiotiques 
(figure 20B). La figure 21 présente les résultats obtenus pour l’ensemble des nanoparticules 
testées. Une première analyse révèle qu’uniquement trois types de nanoparticules testées ont 
mené aux résultats attendus c’est-à-dire à un déplacement SPR plus important dû à l’unique 
présence des nanoparticules fonctionnalisées avec l’analogue interagissant avec le récepteur du 
biocapteur qu’en présence de néomycine. Cela signifie que quatre des nanoparticules n’ont pas 
réagi tel que prévu. Premièrement, il est possible de comparer les nanoparticules recouvertes 
uniquement de poly(allylamine) ainsi que celles ayant subi l’ajout de cystéamine pour les 
stabiliser. Cet ajout ne semble pas avoir amélioré les interactions entre le compétiteur et le 
récepteur à la surface puisque son signal a diminué drastiquement. Cette diminution du 
déplacement SPR jusqu’à aussi peu que 0,58 nm mène à une valeur aussi faible que celles 
obtenues pour la détection directe des analogues et des aminoglycosides en solution. (Tableau 
II) De plus, les deux nanoparticules composées de PAA semblent subir une agrégation en 
présence d’aminoglycosides lorsqu’injectées dans l’instrument SPR comme le démontre le 
déplacement bathochromique important sur la figure 20A et représentative d’une agrégation de 
NPs. L’ajout de la cystéamine à titre d’agent stabilisateur a toutefois permis de diminuer 
l’importance de cette agrégation lorsque les deux types de nanoparticules de PAA sont comparés 
en compagnie de néomycine. Ainsi, il est possible de conclure que les nanoparticules de PAA 
ne peuvent constituer un compétiteur adéquat puisqu’elles ne sont pas en mesure d’interagir 
avec les protéines Eis présentes sur la surface. Cela peut s’expliquer par le grand volume 
qu’occupe le polymère PAA et l’écrantage que celui-ci peut causer aux molécules des 
analogues. Ainsi, cet encombrement stérique empêche les analogues de se lier à la surface et de 





Figure 20. Comparaison de sensorgrammes SPR selon le fonctionnement ou non 
du compétiteur pour le biocapteur d’aminoglycosides A) Sensorgrammes SPR 
des AuNP@PAA + Cystéamine en présence et en absence d’antibiotique. Le 
signal SPR avec les aminoglycosides est plus important que celui uniquement 
des nanoparticules, B) Sensorgrammes SPR des AuNPs quasi-sphériques : le 
signal est plus grand lorsque seulement les nanoparticules compétitrices sont 







Figure 21. Déplacement de la bande plasmonique SPR pour l’essai compétitif 
avec divers compétiteurs en présence et en absence d’aminoglycosides. Seules 
les nanoparticules AuNP quasi-sphériques, les nanotiges ainsi que les 
nanoparticules magnétiques répondent correctement au biocapteur. 
Tout comme les nanoparticules précédentes, les nanoparticules de L-cystéine 
esterméthylée de Guo ne respectent pas plus le principe de base du biocapteur visé. Encore une 
fois, le déplacement SPR en présence d’aminoglycosides est plus grand que celui des NPs seules 
ce qui rend ces NPs inutilisables pour le biocapteur. Pour ce qui est des nanoparticules 
recouvertes de CTAB, c’est-à-dire les nanotiges et les nanoparticules quasi-sphériques, ainsi 





réagir de manière semblable avec le récepteur. Elles ont un comportement tel qu’attendu c’est-
à-dire qu’elles possèdent un déplacement bathochromique plus important en présence  
uniquement des nanoparticules qu’avec des aminoglycosides. Une chute d’environ 50% du 
signal est obtenu lors de l’ajout de néomycine 150 µM. Cependant, en comparant les trois 
résultats, les nanoparticules quasi-sphériques semblent plus sensibles que les nanotiges 
puisqu’elles mènent à un signal plasmonique plus grand. Finalement, les nanoparticules d’oxyde 
de silice ne permettent pas d’obtenir une différence de signal entre l’absence ou non 
d’antibiotiques en solution. Le fait que les nanoparticules menaient à la même réponse SPR peu 
importe la quantité d’aminoglycosides présente auraient pu provenir d’interactions non-
spécifiques avec la surface qui ne seraient que très peu affectées par la concentration 
d’antibiotiques. Ainsi, pour vérifier cette hypothèse, des nanoparticules non-fonctionnalisées 
donc n’interagissant qu’avec la surface du biocapteur de manière non-spécifique ont été testées. 
Cependant, leur signal s’est avéré très différent du résultat obtenu précédemment. Il était près 
de 5 fois plus important. Cette piste fût alors éliminée et les résultats ne purent être expliqués. 
Maintenant que toutes les nanoparticules ont été testées, les trois réagissant 
adéquatement au biocapteur, les NPs quasi-sphériques, les nanotiges et les NPs magnétiques 
peuvent passer à la prochaine étape qui consiste à vérifier la reproductibilité des résultats 
obtenus.  
2.4.2 Reproductibilité 
Bien que les nanoparticules d’or quasi-sphériques, les nanotiges d’or ainsi que les 
nanoparticules magnétiques aient réagit de manière adéquate lors de l’essai compétitif, il est 
essentiel de confirmer leur efficacité et reproductibilité. Ainsi, un triplicata de l’essai compétitif 
dans les mêmes conditions fût réalisé pour chacune de ces nanoparticules et est présenté dans la 
figure 22. Le premier élément à observer est le fait que les déplacements SPR varient de façon 
significative pouvant passer de plus de 8 nm à aussi peu que 3 nm pour deux expériences 
identiques. Cette différence pouvant provenir de la variation du nombre de nanoparticules dans 
les échantillons, le ratio entre le déplacement SPR en présence d’antibiotiques et le déplacement 
dû au compétiteur seul fût comparé. Encore une fois, aucune tendance ne se dessine non plus 




pas mené au développement d’un biocapteur possédant des résultats reproductibles malgré les 
maintes optimisations des éléments le composant.   
 
Figure 22. Reproductibilité des essais compétitifs à une concentration fixe de 
néomycine (150 µM) pour les NPs : AuNPs quasi-sphériques, nanotiges et NPs 
magnétiques. 
2.5 Conclusion  
Ce chapitre portait sur le développement d’un biocapteur permettant de réaliser la 
détection d’antibiotiques aminoglycosides plus rapidement et sensiblement que les techniques 
actuelles tout en respectant les principes de POC. Cette technologie est essentielle afin de 
protéger la population étant donné le développement rapide de la résistance microbienne à 
l’échelle mondiale dû à une utilisation non-personnalisée et inappropriée des antibiotiques et les 
effets secondaires sévères qu’occurrent une déviation de la gamme thérapeutique des 
aminoglycosides. Puisque la détection directe des aminoglycosides en SPR n’est pas possible, 
il a été nécessaire de se tourner vers un essai compétitif menant à une sensibilité accrue en milieu 
biologique. Ainsi, une compétition entre les antibiotiques présents dans l’échantillon ainsi qu’un 
analogue lié à une particule accroissant la réponse SPR pour le récepteur est mise sur pied. La 
protéine Eis possédant un site de liaison commun pour les aminoglycosides et les analogues 
d’aminoglycosides à base de pyrrolo-[1,5-a]pyrazine a été utilisée comme récepteur à la surface 































































L’optimisation des compétiteurs, soient des nanoparticules où les analogues étaient 
fonctionnalisés, a été nécessaire afin d’obtenir des biocapteurs pour l’essai compétitif. Autant 
la charge de celles-ci, l’ajout de molécules stabilisantes, la nature des agents stabilisants ainsi 
que la forme des nanoparticules ont été étudiés dans ce chapitre. Finalement, sept différents 
types de nanoparticules stables en présence d’aminoglycosides ont été testés pour l’essai 
compétitif SPR. De ce nombre, seulement trois NPs, soient les nanoparticules quasi-sphériques, 
les nanotiges d’or ainsi que les nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer(III) recouvertes 
d’une couche d’or, ont démontré le principe désiré du biocapteur. Le déplacement de leur bande 
plasmonique était plus important en présence uniquement du compétiteur qu’avec de la 
néomycine ce qui signifie que les nanoparticules liées à la surface sont moindres puisque les 
aminoglycosides de faible masse leur font compétition pour la liaison à la protéine Eis. Ensuite, 
il a été découvert que ce biocapteur optimisé ne permettait pas d’obtenir des résultats 
reproductibles. Il était alors impossible de penser réaliser une courbe d’étalonnage afin de 
quantifier les aminoglycosides avec ces biocapteurs. Il est alors nécessaire de continuer 
l’optimisation de ce biocapteur afin d’accroître la reproductibilité et, ainsi, de réaliser une 
courbe d’étalonnage menant à la quantification des aminoglycosides dans un milieu biologique.  
Certaines pistes peuvent encore être considérées afin d’expliquer les divers problèmes obtenus 
lors du développement de cet essai. Notamment, il est à envisager que le choix de la protéine 
Eis n’est peut être pas optimal et que les interactions décrites entre les antibiotiques ou les 
analogues et le protéine soient significativement affectées par sa liaison à la surface du 
biocapteur.  Cependant, les divers types d’attachement à la surface de la protéine Eis testés, par 





3 Chapitre 3 : Combinaison de la SPR et 
l’électrochimiluminescence pour la détection du 
biomarqueur du cancer du sein HER2 
Ce chapitre s’inscrit dans le cadre d’un échange étudiant réalisé à l’Institut National de 
Cancérologie (CRO) d’Aviano en Italie dans le groupe de recherche de Dr. Federico Polo. Cet 
échange faisait partie du projet de coopération entre l’Italie et le Québec coordonné par les Pr. 
Masson et Polo, financé par le Ministère des relations internationales et de la francophonie. En 
plus des travaux présentés dans ce mémoire et réalisés par moi-même avec Pr. Masson et Polo, 
le projet a été continué par Dr. Stefano Tartaggia du CRO Aviano qui développa un essai 
immunologique complet pour le suivi du biomarqueur du cancer de sein, le domaine 
extracellulaire de l’anticorps HER2 (ECD HER2), en SPR. Il compara cet essai entre l’appareil 
commercial Biacore ainsi que l’instrument P4-SPR portatif du laboratoire du Pr. Masson. 
Sophie Wesolowski, stagiaire au baccalauréat en chimie à l’Université de Montréal, a aussi 
travaillé sur la conception d’un nouveau support optique et électrochimique employé pour la 
seconde série de tests. 
3.1 Historique 
La spectroscopie de résonance des plasmons de surface ainsi que 
l’électrochimiluminescence sont deux techniques couramment employées pour le 
développement de biocapteurs. Leur grande sensibilité, leur simplicité d’utilisation ainsi que 
leur aspect POC en font des candidats idéaux. Certains couplages de la technique ECL avec 
d’autres technologies dont l’électrophorèse capillaire, l’analyse par injection en flux ainsi que 
la microextraction sur phase solide ont déjà été réalisés.67, 86 L’utilisation du principe de la 
résonance des plasmons de surface a commencé à être exploité au début des années 2000 
conjointement avec l’ECL. La première démonstration de la combinaison de ces deux 
phénomènes consistât en l’utilisation de la molécule électrochimiluminescente excitée comme 
source d’énergie permettant l’excitation des plasmons de surface d’un nanocouche métallique 




afin de réaliser un biocapteur pour l’oxygène.88 L’accroissement du signal ECL par les plasmons 
de surface localisés de nanoparticules d’or a aussi été démontré.89, 90 Cependant, une seule 
technique présente le couplage complet de la SPR et de l’ECL. De la thiocholine est fixée sur 
une surface d’or agissant comme film de propagation des plasmons de surface et d’électrode de 
travail. Cette monocouche a été développée afin d’agir comme co-réactif pour le Ru(bpy)3
2+ lors 
de l’ECL. Ainsi, la formation de la monocouche est analysée en SPR puis l’ECL de Ru(bpy)3
2+ 
est réalisée à la surface du film. Cet article de Kurita datant de 2012 démontre l’utilisation 
possible de la SPR et par la suite de l’ECL pour ce type de système.91  
Ainsi, ce chapitre vise à développer un biocapteur immunologique réalisant en parallèle 
les analyses ECL et SPR pour la détection d’un biomarqueur du cancer du sein. Au meilleur de 
mes connaissances, jusqu’à maintenant, il n’y a pas de littérature démontrant le couplage de 
l’ECL et la SPR à des fins immunologiques et ce de manière simultanée. En réalisant la 
combinaison de ces deux techniques analytiques, il sera possible d’obtenir une mesure 
redondante permettant d’augmenter la confiance envers les résultats. Au final, cette nouvelle 
technologie va permettre de combiner les avantages des deux techniques employées soit la 
grande sensibilité de l’ECL ainsi que l’analyse en temps réel de la SPR. 
3.2 Méthode expérimentale 
3.2.1 Essais sandwich en SPR 
Les prismes de forme Dove fonctionnalisés utilisés pour les tests SPR sont préparés selon les 
protocoles 2.1.3.1 et 2.1.3.2. Le protocole de cet essai sandwich est semblable à celui du chapitre 
2 de la section 2.1.3.3. Ainsi, le prisme d’or recouvert par la monocouche peptidique est inséré 
dans l’instrument P4-SPR. Une chambre fluidique à quatre canaux de PDMS est placée sur le 
prisme d’or. La monocouche est hydratée avec de l’eau avant que l’anticorps primairesoit 
immobilisé par couplage EDC/NHS. Plusieurs récepteurs ont été testés : le trastuzumab, le 
pertuzumab, le MGR2 et le MGR3. Le ECD HER2 (à différentes concentrations dans le PBS 
1X à pH 6,0) est injecté à la surface du biocapteur et conservé pendant 30 minutes avant d’être 
lavé avec du tampon. L’anticorps secondaire (MGR2 ou MGR3 à 2 µg/mL dans le PBS 1X à 




utilisé pour la référence. Les déplacements des bandes plasmoniques des couples d’anticorps de 
reconnaissance primaire et secondaire sont ensuite analysés.  
Dans le cas des tests d’adsorption non-spécifique, le protocole est le même que celui 
présenté au paragraphe précédent à l’exception de l’étape de l’ajout de l’analyte, le ECD HER2, 
qui n’est pas réalisée. 
3.2.2 Tests ECL 
L’impression des électrodes sur le prisme du P4-SPR est nécessaire en premier lieu. Pour 
cela, les prismes SPR de forme Dove de 20 mm x 12 mm sont nettoyés avec une solution piranha 
puis rincés avec de l’eau et de l’éthanol où ils sont entreposés avant le dépôt des métaux. Afin 
de s’assurer qu’il n’y ait pas de contamination entre les électrodes, des membranes différentes 
de 2 mm d’épaisseur de PDMS avec la forme adéquate sont appliquées sur le prisme lors des 
dépositions consécutives de chrome (1 nm) et d’argent (50 nm) puis de chrome (1 nm) et d’or 
(50 nm). 
La solution de Ru(bpy)3
2+ est préparée fraichement avant chacune des mesures. Deux 
solutions mères distinctes du co-réactif et de la molécule électrochimiluminescente sont 
réalisées préalablement. La tripropylamine (57 µL, 30 mM) est mélangée avec le Tween 20 2% 
(200 µL dans une solution totale de 10 mL) préalablement à sa solubilisation dans le tampon de 
PBS 1X à un pH de 7,3. Le Ru(bpy)3
2+ (2 mM) est également solubilisé dans le Tween 20 2% 
(200 µL) avant que le tampon de PBS 1X soit ajouté (9 800 µL). Un mélange homogène 1 : 1 
de ces solutions mères est utilisé pour les mesures ECL. 
La cellule de couplage de l’ECL et la SPR est montée. Pour cela, le support à prisme est 
imprimé en polymère et isolé de manière qu’il n’y ait pas de fuite sous le prisme bloquant le 
signal SPR. La solution de Ru(bpy)3
2+ 1 mM, TPrA 15 mM et Tween 20 2% dans le PBS 1X 
est ajoutée sur le prisme de manière que les trois électrodes soient immergées dans celle-ci. Les 
électrodes sont reliées au potentiostat afin de pouvoir appliquer le potentiel nécessaire pour 
l’ECL du luminophore. Le potentiel est balayé par voltampérométrie cyclique de 0,4 V vers 1,4 
V puis retourne à 0,4 V à une vitesse de 200 mV/s pour deux segments. La collection de la 
luminescence s’effectue à l’aide d’une caméra Canon EOS REBEL T2i avec les paramètres 




3.3 Essai biologique 
Le domaine extracellulaire de la protéine HER2 est un biomarqueur sanguin intéressant 
pour l’identification et le suivi à court et long terme de nombreux cancers du sein puisque sa 
surexpression est caractéristique dans le cas d’un cancer du sein sur quatre. Bien que des 
techniques ELISA existent déjà pour la quantification du ECD HER2, le développement d’un 
biocapteur plus efficace et POC serait favorable pour permettre un suivi personnalisé des 
patientes. Le couplage des technologies de la spectroscopie de résonance des plasmons de 
surface ainsi que de l’électrochimiluminescence est une option pertinente pour le 
développement de ce biocapteur. L’idée principale portait sur un essai sandwich dont l’anticorps 
secondaire serait marqué par le complexe de ruthénium(II) (Ru(bpy)3
2+) représenté à la figure 
23. Ainsi, le biocapteur permettrait l’analyse par SPR en suivant l’attachement de l’anticorps 
secondaire au HER2 ainsi que l’analyse via ECL de l’émission du complexe de ruthénium(II) 
situé sur une nanoparticule attachée à ce même anticorps secondaire. L’identification des 
anticorps optimaux est présentée dans la section suivante (section 3.4). Quatre candidats ont été 
retenus soient le trastuzumab et le pertuzumab qui sont des médicaments anti-cancéreux basés 
sur des anticorps ainsi que les anticorps monoclonaux épitope-spécifique MGR2 et MGR3 qui 
se lient tous à des épitopes différents de HER2. L’utilisation du trastuzumab et du pertuzumab 
pour la réalisation d’un essai sandwich peut en revanche causer des problèmes pour 
l’identification du ECD HER2 sanguin puisque les anticorps déjà liés à ces médicaments ne 
seraient pas détectés par le biocapteur.  
Ce chapitre présente le travail réalisé sur chacune des techniques puis les défis de sa 
combinaison. Ainsi, les efforts de développement de l’aspect SPR du biocapteur vont 
premièrement être présentés. Ensuite, le travail quant au fonctionnement de l’aspect ECL de la 
technologie sera démontré. Finalement, il sera question des problématiques résultant de la 





Figure 23. Schéma de l’essai sandwich du ECD HER2 pour une technologie 
combinant la SPR et l’ECL. 
3.4 Résultats préliminaires – SPR 
Ainsi, divers couples d’anticorps primaires et secondaires ont été testés pour le 
développement de l’essai sandwich du ECD HER2 en SPR. Parmi les diverses combinaisons 
possibles trois d’entre elles ont premièrement été réalisées. En premier lieu, la combinaison des 
anticorps MGR2 et MGR3 a été testée. (Tableau VIII) Cependant, son utilisation ne sera pas 
possible puisque l’emploi du MGR2 à titre de récepteur ne permet pas de réduire suffisamment 
l’adsorption non-spécifique du MGR3 à la surface du biocapteur. Le contrôle négatif avec le 
MGR3 a donné un signal SPR équivalent au contrôle positif. Ainsi, la distinction du signal 
provenant de la liaison du MGR3 au HER2 n’est pas possible. Ensuite, le trastuzumab a agi à 
titre de récepteur sur la monocouche auto-assemblée peptidique du récepteur. Les anticorps 
MGR2 et MGR3 ont pu être étudiés successivement puisqu’ils se lient à des épitopes différents 
et donc n’altèrent pas les résultats obtenus. (Tableau IX) Dans ce cas, l’essai est bel et bien 
concluant puisque l’utilisation de l’anticorps secondaire a permis d’accroître le signal 
comparativement à la liaison seule du HER2. De plus, le test d’adsorption non-spécifique a 
démontré que les anticorps MGR2 et MGR3 ne s’adsorbent pas à la surface en l’absence du 
ECD HER2 mais bien uniquement à l’analyte. Le MGR2 s’est avéré plus efficace que le MGR3 
qui causait un déplacement SPR plus faible. De plus, le MGR3 n’est pas disponible 
commercialement ce qui complique son utilisation en laboratoire et son utilisation dans des 




Tableau VIII.  Déplacements SPR pour l’essai sandwich du ECD HER2 avec l’anticorps 







Concentration 50 µg/mL 10 µg/mL 54 µg/mL 
Essai standard (2,1 ± 0,4) nm (0,01 ± 0,04) nm (1,7 ± 0,2) nm 
Test d’adsorption 
non-spécifique 
(4,4 ± 1,2) nm - (1,63 ± 0,01) nm 
 
Tableau IX. Déplacements SPR pour l’essai sandwich du ECD HER2 avec le trastuzumab à 











Concentration 50 µg/mL 1 000 ng/mL 2 µg/mL 2 µg/mL 




(6,2 ± 0,1) nm - (0,01 ± 0,03) nm (0,2 ± 0,1) nm 
 
Dr. Stefano Tartaggia du CRO d’Aviano, Italie a ensuite pris la relève sur l’aspect du 
développement du biocapteur SPR. À la suite de l’essai des combinaisons d’anticorps restantes, 
il est parvenu à la conclusion que l’utilisation du pertuzumab et du trastuzumab permettait 
d’obtenir les meilleures performances analytiques. L’ajout d’une nanoparticule liée à l’anticorps 




qui, pour la suite du projet, sera utilisée comme point d’attache pour le complexe de Ru(bpy)3
2+ 
pour réaliser le couplage définitif de la SPR et l’ECL. Cependant, le choix de ces anticorps 
utilisés en tant que médicaments apporte des contraintes quant aux types de HER2 que l’essai 
sandwich est en mesure de quantifier. Les ECD HER2 préalablement liés à ces médicaments ne 
seront pas mesurés par l’essai développé. Ainsi, la concentration totale de HER2 présente dans 
le plasma d’une patiente ne pourra être connue mais bien la quantité qui n’est pas traitée par la 
médication.  
Également, les performances de l’essai développé avec l’instrument P4-SPR a été 
comparée avec un appareil commercial soit le Biacore. Les résultats obtenus pour les deux 
technologies se sont avérés équivalents. Ainsi, les performances du P4-SPR ont pu être 
confirmées.  
3.5 Ru(bpy)32+ et co-réactifs 
La découverte du tripropylamine (TPrA) en tant que co-réactif menant à 
l’électrochimiluminescence des complexes de ruthénium(II) a été faite en 1990 par Jonathan 
Leland.92 Depuis, le TPrA s’est inscrit comme le co-réactif de base pour le complexe Ru(bpy)3
2+ 
étant donné sa grande efficacité. Le mécanisme de fonctionnement de cette 
électrochimiluminescence est présenté à l’aide des équations 9 à 13. Ainsi, le complexe de 
ruthénium(II) ainsi que le TPrA sont oxydés électrochimiquement. Le produit de l’oxydation du 
TPrA (TPrA+•) possédant un temps de vie très court va rapidement se déprotonner au carbone- 
α et former un agent intermédiaire très fortement réducteur (TPrA•). Cet agent va donc réduire 
et exciter le complexe de ruthénium(III) qui va ensuite relaxer de manière radiative en éjectant 
un photon vers 620 nm.62, 67, 86  
Ru(bpy)3
2+ - e-  Ru(bpy) 3
3+   (9) 
TPrA - e-  TPrA+•     (10) 
TPrA+•  TPrA• + H+    (11) 
Ru(bpy)3
3+ + TPrA•  Ru(bpy) 3
2+* + produits (12) 
Ru(bpy) 3
2+*  Ru(bpy)3




Pour que le TPrA soit fonctionnel à titre de co-réactif, il est nécessaire qu’il soit dans un 
milieu aqueux possédant un pH au minimum de 5,5. Le pH optimal est d’environ 7,5. Cette 
contrainte rend le TPrA le candidat idéal pour la réalisation d’essai biologique étant donné que 
le pH optimal d’analyse correspond au pH des tampons biologiques généralement employés lors 
de tests immunologiques.62, 67 L’ajout de surfactants en solution permet d’accroître jusqu’à 50 
fois l’intensité de l’ECL émise par le complexe métallique. L’efficacité de cet accroissement du 
signal dépend de la polarité de surfactant choisi.86  
Le couple de TPrA et de Ru(bpy)3
2+ a été choisi pour cette expérience étant donné sa 
fiabilité reconnue et sa capacité à performer en milieu biologique. L’ajout de Tween 20 à titre 
de surfactant a aussi permis d’accroître la réponse luminescente mais également d’améliorer la 
solubilité du TPrA.  
3.6 Prototypage de l’instrument ECL 
L’instrumentation nécessaire pour la réalisation d’électrochimiluminescence est assez 
simple. Un appareil d’électrochimie conventionnel composé de trois électrodes et d’un 
potentiostat ainsi que d’un photodétecteur (APD, caméra CCD, etc.) sont indispensables pour 
l’ECL. De plus, dans le cas de réactions par co-réactifs, la présence d’oxygène n’affecte que très 
peu les performances de luminescence du Ru(bpy)3
2+ ce qui facilite le développement d’un 
instrument ECL couplé à l’instrument du P4-SPR qui est présenté dans la section suivante.67 Un 
des grands défis de cette hybridation des techniques vient du fait que l’instrument SPR est 
composé presqu’entièrement de matériaux conductibles accroissant alors considérablement les 
risques de courts-circuits du système ECL. Afin de réduire ce risque, certaines pièces ont été 
imprimées en polymère à l’aide d’une imprimante 3D et placées dans l’instrument à la place de 
celles en aluminium.  
3.6.1 Électrodes 
L’idée initiale consista au dépôt des électrodes à la surface du prisme SPR. Ainsi, le film 
d’or nécessaire à la réalisation de l’essai SPR serait également l’électrode de travail, ce qui 
concorde avec l’essai biologique développé puisque l’anticorps secondaire portant l’élément 




dessinées puis imprimées sur le prisme de verre servant de capteur pour la SPR en fonction de 
la conception de l’appareil P4-SPR. L’électrode de travail a dû s’inscrire sur les trois canaux 
d’analyse de l’instrument SPR afin d’avoir une meilleure stabilité des résultats SPR et un 
triplicata à chaque prise de mesure. La contre-électrode est faite en or alors que l’électrode de 
référence est en argent. Cette différence de métaux a causé un défi technique lors de la 
déposition des métaux par le pulvérisateur cathodique. Deux masques, un pour chacun des 
métaux employés, ont été conçus afin de permettre leur déposition appropriée et le bon 
fonctionnement des électrodes. (Figure 24A) Des rubans collants de Cu/Ni sont apposés sur ces 
électrodes imprimées afin de les relier au potentiostat. 
À la suite du premier essai de ces électrodes innovatrices, une problématique oubliée fût 
remarquée. Il est nécessaire que la contre-électrode soit minimalement d’une surface 10 fois 
plus grande que l’électrode de travail du système électrochimique pour que cela fonctionne. La 
contre-électrode d’or imprimée fût alors mise de côté et un fil métallique de platine puis d’or 
fût employé et incorporé au système de fluidique de l’appareil SPR. (Figure 24B) 
 
Figure 24. Électrodes imprimées sur le prisme SPR A) Première version, B) 
Schéma de la seconde version du trio d’électrodes employées lors des essais en 
ECL. 
3.6.2 Cellules fluidiques 
La première cellule fluidique employée fût une chambre rectangulaire reliant tous les 
canaux analytiques et permettant de mettre en contact la solution de Ru(bpy)3
2+ avec les trois 
électrodes. La contre-électrode fût insérée à l’intérieure de la cellule par l’entrée de la fluidique 
dans la chambre. Cependant, à cause de la présence de Tween 20, un surfactant, dans la solution 
de Ru(bpy)3
2+, plusieurs bulles étaient formées et compliquaient considérablement les 
manipulations lors des injections. Par manque de temps, nous n’avons pas pu concevoir une 




des projets pour la continuité de cette hybridation des techniques. Le prisme a plutôt été scellé 
dans le support afin de s’assurer que la solution ne s’infiltrait pas sous le prisme et ne bloquait 
les faisceaux lumineux essentiels à la SPR en absence de cellule fluidique. (Figure 24B) 
3.6.4  Collection de la luminescence 
 La technique de collection de la lumière émise par le complexe de ruthénium(II) est 
primordiale pour le bon fonctionnement de l’essai d’ECL. En premier lieu, une photodiode à 
avalanche (APD) a été utilisée pour suivre la luminescence du Ru(bpy)3
2+. (Figure 25B) 
Cependant, l’instrument optique semblait défaillant puisque nous étions capables de percevoir 
la luminescence à l’œil nu et que l’APD avait beaucoup de difficulté à la lire. La figure 25 
illustre bien cette différence, d’un côté (figure 25A), le signal obtenu lors de 
l’électrochimiluminescence par l’APD est présenté alors que de l’autre (figure 25C), la 
photographie de ce que nous percevions à l’œil nu est présentée. Bien entendu, la variation de 
quelques unités de luminescence de l’APD qui se différencie à peine du bruit de fond n’est pas 
du tout normal pour ce type de technologie. Après l’ajustement du focus et des changements de 
lentilles, le problème n’a pas pu être réglé d’où l’hypothèse que l’APD est la cause de cette 
défaillance.  
Ainsi, le détecteur a dû être changé. Une caméra de photographie de la marque Canon a alors 
été employée pour faire le suivi de la luminescence. (Figure 25D) Il est possible d’extraire 
l’intensité du signal lumineux à l’aide du logiciel ImageJ et ainsi de traiter adéquatement les 
photos prises lors de l’expérience. Cette technique permet d’obtenir des données d’excellente 
qualité comme le démontre la figure 25C présentant la luminescence de Ru(bpy)3
2+ 1 mM en 
présence de TPrA 15 mM.  En plus de nous permettre de suivre le signal d’ECL, elle nous 
permet aussi d’observer l’environnement autour de celui-ci et particulièrement comment la 
source lumineuse nécessaire à la SPR vient possiblement interférer avec les mesures d’ECL. 
C’est alors cette technologie qui fût choisie pour vérifier la cohabitation des techniques SPR et 
ECL sur l’instrument développé. Cependant, une fois tous les phénomènes résultant du couplage 
de l’ECL et la SPR observés et compris, nous pourrons nous tourner vers une caméra 
scientifique pour réaliser les mesures d’ECL plutôt qu’une caméra de photographie afin 
































Figure 25. ECL en présence de Ru(bpy)32+ 1 mM. A) Signal numérique de 
l’APD, B) Montage de l’instrument composé du P4-SPR et d’une technologie 
d’ECL avec collection par APD, C) Photographie de la luminescence observée, 









3.7 Résultats préliminaires – ECL 
Ainsi, en employant les diverses optimisations réalisées pour les électrodes, la cellule 
fluidique ainsi que la collection de la luminescence, l’obtention de résultats 
d’électrochimiluminescence pour le complexe de Ru(bpy)3
2+ en présence de son co-réactif, la 
tripropylamine, a été réalisé. La réaction est confirmée à l’aide de la voltampérométrie cyclique 
permettant l’oxydation du complexe de ruthénium(II) et du co-réactif (Figure 26) nécessaire 
afin que l’observation de luminescence soit possible. (Figure 25C) 
 
Figure 26. Spectre de voltampérométrie cyclique de la solution aqueuse de 
Ru(bpy)3
2+ 1 mM, TPrA 15 mM et Tween 20 2% vs Ag/Ag+. L’oxydation du 
Ru(bpy)3
2+ se situe à 1,2 V alors que la TPrA se fond dans celle de l’eau.  
3.7.1 Combinaison de la SPR et l’ECL : Impact sur la SPR  
Comme démontré préalablement dans la littérature, les plasmons de surface sont en 
mesure d’affecter l’ECL.87-91 Ainsi, l’hypothèse que l’ECL est également en mesure d’interagir 
avec la SPR a été proposée et examinée. Les résultats SPR ont alors été observés lors des 
expériences d’ECL. En premier lieu, la forme de la bande plasmonique ne semble pas affectée 
lors de l’application de potentiel et lors de l’émission de luminescence. Ainsi, à première vue, 
les photons émis vers 620 nm par le complexe de ruthénium(II) ne semblent pas coupler avec 























lors de l’expérience, un déplacement bathochromique de la bande plasmonique se produit. 
(Figure 27) Un pic d’environ 6 nm apparaît lorsque le potentiel est appliqué puis le signal 
redescend mais à un niveau supérieur à celui précédent. L’augmentation accrue de la longueur 
d’onde d’absorbance des photons semble provenir de l’application d’un potentiel puisque, 
même dans une solution ne comptant pas d’agent électrochimiluminescent, ce saut est observé. 
L’accroissement du signal plafonnant à la suite du saut de la bande plasmonique et du 
phénomène d’ECL signifie possiblement que ce phénomène mène à l’obtention de molécules 
s’adsorbant à la surface d’or. L’origine de ces molécules n’a pas été identifiée mais il a été 
confirmé que cela ne provient pas de la solution tampon avec du Tween 20 puisque ce 
phénomène ne s’est pas présenté lors des contrôles de l’ECL.  
 
Figure 27. Spectrogramme SPR obtenu lors de l’électrochimiluminescence de 
Ru(bpy)3
2+ 1 mM, TPrA 15 mM et Tween 20 2% dans le PBS 1X. 
L’interférence possible des lumières d’excitation des plasmons de surface est un élément 
important à vérifier quant à l’efficacité de l’acquisition de l’électrochimiluminescence du 
complexe de Ru(II). De la manière que l’instrument P4-SPR est programmé, il est possible 
d’illuminer tous les canaux d’analyse successivement ou uniquement un d’entre eux en 
permanence. Pour les expériences réalisées, les canaux furent illuminés en alternance pour 
pouvoir observer leur effet sur l’observation de la luminescence. Le premier élément à noter est 









adéquate dû à la forme de l’électrode de travail d’or conçue. L’analyse de l’illumination des 
canaux aux extrémités (A et D) n’est donc pas pertinente. Étant donné les maintes conditions 
pouvant affecter l’efficacité des canaux B et C dont la taille du prisme de forme Dove, la 
déposition de l’électrode de travail par pulvérisation cathodique et l’appareil SPR employé, 
l’analyse suivante, afin de déterminer lequel des deux canaux est optimal, est unique à chanque 
cas. En observant la figure 28 comparant les résultats d’ECL selon l’illumination des canaux 
SPR B et C, il est possible de conclure que le canal C semble optimiser la collection de la 
luminescence dans ce cas-ci. Le signal de fond pour le canal B (figure 28A) est bien plus 
important que celui du canal C (figure 28C) et l’illumination par ECL est plus forte dans le canal 
C (figure 28D) que B (figure 28C). De plus, le canal C était mieux que le canal B pour 
l’obtention de résultats SPR sensibles.  
 
Figure 28. Comparaison des canaux SPR afin d’optimiser la collection de la 
luminescence de l’ECL. Canal B : A) Bruit de fond causé par l’illumination du 
canal B du SPR, B) Lecture de l’ECL lors de l’illumination du canal B. Canal C :  
C) Bruit de fond causé par l’illumination du canal C du SPR, D) Lecture de 
l’ECL lors de l’illumination du canal B. 
Ainsi, afin d’accroître la collection de l’ECL, de minimiser l’interférence lumineuse 







été choisi pour la poursuite des études. Les prochaines étapes consistent à la réalisation d’un 
étalonnage en ECL afin de s’assurer que la méthode de détection employée est fonctionnelle à 
de plus faibles concentrations de complexe de ruthénium(II). 
3.7 Conclusion  
Lors de ce chapitre, les innovations quant au développement d’un nouveau biocapteur 
couplant les technologies de la spectroscopie de résonance des plasmons de surface ainsi que 
l’électrochimiluminescence ont été présentées. Ce biocapteur combiné est essentiel puisque les 
techniques actuelles de détection des cancers du sein ne sont pas efficaces. Le domaine 
extracellulaire du HER2 fût alors choisi à titre de biomarqueur dû à sa surexpression sanguine 
lors de maints cancers du sein avec métastases. Ce type d’instrument hybride est un des premiers 
développés et appliqués pour la biodétection au meilleur de mes connaissances. Un système 
réalisant les analyses SPR et ECL consécutives existe déjà mais ne s’adaptait pas au biocapteur 
désiré. En premier lieu, un essai sandwich SPR a été développé en collaboration avec Stefano 
Tartaggia du CRO Aviano. De mon côté, après une première optimisation de l’essai, un capteur 
employant le trastuzumab comme récepteur ainsi que les anticorps MGR2 et MGR3 comme 
anticorps secondaires s’est avéré fonctionnel. Le travail afin de continuer cette optimisation de 
Stefano Tartaggia a ensuite permis de mener à un essai sandwich où l’analyte se trouve entre le 
trastuzumab et le pertuzumab et qui a été testé sur le P4-SPR ainsi que le Biacore. En second 
lieu, l’appareil hybride a été construit puis vérifié à l’aide d’un système ECL. Le couple du 
complexe Ru(bpy)3
2+ ainsi que la tripropylamine a été sélectionné à cause de son efficacité 
prouvée et son potentiel à émettre de la luminescence en milieu biologique. Finalement, 
l’optimisation de ce premier prototype comportait une électrode de travail imprimée sur le 
prisme et agissant à titre de film d’or plasmoniquement actif ainsi qu’une électrode de référence 
et une contre-électrode baignant dans la solution du complexe luminescent et son co-réactif 
déposée sur le prisme bien étanche. L’ECL du complexe de ruthénium(II) fût par la suite 
collectée par une caméra de photographie. Ce système fît ses preuves en permettant d’observer 
l’électrochimiluminescence et le voltampérogramme attendus. En utilisant ce type de caméra 
plutôt qu’un détecteur standard, il est possible d’observer tout l’environnement autours de cet 





a été déterminé comme optimum pour les tests SPR et ECL dans les conditions instrumentales 
employées pour réaliser les tests.  
Maintenant que le couplage entre la SPR et l’ECL a été démontré, il reste encore 
certaines améliorations à apporter à l’instrument SPR & ECL avant de permettre la réalisation 
de la quantification du ECD HER2 via un biocapteur basé sur un essai sandwich détecté par 
SPR et ECL simultanément. Parmi ceux-ci, on compte l’utilisation d’un détecteur analytique 
plutôt qu’une caméra de photographie, la réalisation d’une courbe de calibration du complexe 




4 Chapitre 4 : Développement d’un biocapteur pour la 
détection de la vancomycine dans le cadre de la 
compétition étudiante internationale SensUs 
4.1 Compétition internationale SensUs 
SensUs est une compétition internationale étudiante visant le développement de 
biocapteurs pour l’amélioration de la santé mondiale. La compétition SensUs se déroule 
annuellement à l’Université technologique d’Eindhoven à Eindhoven aux Pays-Bas et fût fondée 
en 2016 par le Pr. Menno Prins. Elle vise l’encouragement du développement de biocapteurs 
innovateurs permettant la personnalisation des traitements médicaux et ce dans une atmosphère 
amicale et éducative. Cette médecine individuelle passe inévitablement par les biocapteurs 
permettant le suivi de la santé du patient à l’aide de systèmes portables et précis. Chaque année, 
un enjeu médical international ainsi que son biomarqueur sont sélectionnés pour la compétition. 
Ainsi, les étudiantes et les étudiants travaillent en collaboration avec les milieux académique et 
industriel afin de développer un biocapteur innovateur pour la santé publique mondiale. Ces 
biocapteurs sont jugés par des membres de la communauté académique, industrielle et 
hospitalière sur plusieurs facettes dont leur performance analytique, leur potentiel de 
commercialisation ainsi que leur aspect créatif. Au cours des éditions précédentes, le nombre 
d’équipes représentant leur pays passa de 5 à 10 en moins de deux ans et la créatinine ainsi que 
le biomarqueur NT-proBNP des maladies cardiaques ont été ciblés. Grâce à la compétition 
SensUs, les étudiantes et étudiants sont amenés à échanger socialement et scientifiquement tout 
en développant des collaborations internationales. 
4.1.1 Présentation de SensUs 2018 
Dans le cadre de SensUs 2018, 13 équipes de partout dans le monde représentant plus 
de 150 étudiantes et étudiants des premier et deuxième cycles se sont retrouvées à Eindhoven. 
La compétition visait le développement d’un biocapteur innovateur permettant le suivi de la 




la résistance aux antibiotiques par les bactéries a mené à ce projet puisqu’un suivi personnalisé 
du traitement des patients permettrait de ralentir ce fléau mondial. C’est ainsi que les équipes 
ont travaillé durant une année complète sur ce projet.  
SensUs 2018 voulait également amener les étudiantes et étudiants à penser plus loin, à 
adapter leur prototype aux besoins du milieu et à réfléchir au côté entrepreneurial du 
développement d’un biocapteur. Ils ont donc porté une attention particulière à l’interaction entre 
les étudiantes et étudiants et les compagnies. Un événement de réseautage et d’ateliers ainsi que 
des conférences sur le développement de startups ont été présentés au campus des hautes 
technologies d’Eindhoven (High Tech Campus Eindhoven).  
L’organisation de SensUs impose plusieurs paramètres quant au développement du 
biocapteur afin de l’actualiser au maximum. Ainsi, des contraintes de temps (maximum de 5 
minutes par échantillon), de quantité (volume maximal de 20 µL et dilution maximale de 10 
fois) et de taille (80 cm x 80 cm x 50 cm) ont notamment été imposées.  
4.1.2 Présentation de BiosensUM 2018 
L’équipe BiosensUM de l’Université de Montréal, Polytechnique Montréal et HEC 
Montréal représentant le Canada participa pour la première fois à la compétition SensUs en 
2018. Il s’agit d’une équipe multidisciplinaire composée d’étudiantes et étudiants provenant de 
divers domaines scientifiques : chimie, biochimie, physique, information, génie biomédical, 
génie chimique et du domaine des affaires. Ces 10 étudiantes et étudiants proviennent des 
premier et deuxième cycles. Les membres, leur titre ainsi que leur apport respectif sont présentés 
dans le tableau X. (Figure 29) BiosensUM développa un biocapteur nommé FlowsensUM 
capable de détecter la vancomycine plasmique. 
BiosensUM fût supporté par plusieurs organismes universitaires tant financièrement que 
scientifiquement pour lui permettre de participer à SensUs 2018. Parmi ceux-ci, nous comptons 
le Vice-rectorat aux études et affaires étudiantes de l’Université de Montréal, le Vice-rectorat 
aux affaires internationales et à la Francophonie de l’Université de Montréal, la Faculté des arts 
et sciences de l’Université de Montréal, le Département de chimie de l’Université de Montréal, 
l’Institut de recherche en immunologie et en cancérologie de l’Université de Montréal, le 




l’Université de Montréal, le Département de biochimie et médecine moléculaire de l’Université 
de Montréal, le Département d’informatique et de recherche opérationnelle de l’Université de 
Montréal, la Fondation ASEQ, le Centre de chimie en flux continu (programme FONCER) de 
l’Université de Montréal ainsi que sa coordonnatrice scientifique, Vanessa Kairouz, le Centre 
régional de spectrométrie de masse du Département de chimie de l’Université de Montréal ainsi 
que nos deux partenaires industriels, Creative Diagnostics et ALine microfluidic solutions.  
Tableau X. Présentation des membres de BiosensUM 2018 ainsi que leurs principales 
tâches effectuées dans le projet.93 
Nom Titre Contribution principale 
Marie-Pier Dinel Cheffe d’équipe Supervise tous les aspects du projet et participe 
activement aux analyses en laboratoire 








VP Ingénierie Spécialiste en microfluidique 
Antoine Nkaye VP Entrepreneuriat Principal responsable de l’aspect 
entrepreneurial du projet 
Frédéric 
Fournelle 
Membre de l’équipe 
scientifique 
A participé au développement du biocapteur et 
aux tests en laboratoire 
Elizabeth Elder Membre de l’équipe 
scientifique 




Membre de l’équipe 
scientifique 




Membre de l’équipe 
technologique 
Spécialiste en programmation 
Godefroy 
Borduas 
Membre de l’équipe 
technologique 
A participé à la conception et l’écriture du 
système d’acquisition de données 
Pr. Jean-
François Masson 
Superviseur A aidé avec les aspects scientifiques, 
technologiques et entrepreneuriaux 
Pr. Delphine 
Bouilly 





Figure 29. Équipe BiosensUM 2018 et leur prototype FlowsensUM. De la 
gauche vers la droite : Marie-Pier Dinel, Antoine Nkaye, Laurianne Gravel Tatta, 
Elizabeth Elder, Frédéric Fournelle, Madline Sauvage, Godefroy Borduas, 
Zoubaire Moustaine, Abdelhakim Qbaich et Jean-Antoine Gauthier Cyr.  
Crédit photo : Bart van Overbeeke. 
4.1.3 Mon apport à BiosensUM 
Le projet de SensUs 2018 s’inscrivait parfaitement dans mon cheminement universitaire 
étant donné la thématique ainsi que le biomarqueur choisi. Puisque les travaux principaux de ce 
mémoire portaient sur le développement d’un biocapteur SPR pour une famille d’antibiotiques, 
le développement d’un biocapteur pour l’antibiotique vancomycine me semblait un défi tout à 
fait dans mes cordes. Étant donné mon expérience dans le domaine, ma présence aux cycles 
supérieurs, mon accès aux différentes plateformes du Département de chimie ainsi que mon 
leadership démontré par mon implication étudiante et sportive, j’ai été sélectionnée à titre de 
cheffe d’équipe de BiosensUM 2018. En plus de m’assurer du suivi administratif et financier de 
l’équipe, j’ai passé plusieurs mois à travailler exclusivement sur le projet de BiosensUM au 
laboratoire. J’ai participé activement au développement de l’essai biologique ainsi que la 
méthode de détection, j’ai synthétisé, purifié et caractérisé le compétiteur fluorescent, j’ai agi à 
titre de point d’ancrage pour les différentes sections de notre équipe afin que la communication 
intra-équipe soit adéquate et efficace, j’ai travaillé en laboratoire avec des membres de l’équipe 




avec l’équipe entrepreneuriale afin de déterminer les besoins du marché et je me suis assurée 
des communications et de la publicisation de BiosensUM auprès des réseaux sociaux et des 
plateformes d’information québécoises telles LaPresse+. Mon apport à BiosensUM 2018 tant 
au niveau de la gestion de l’équipe que scientifiquement est significatif et suffisant pour que ces 
travaux soient présentés dans ce mémoire. 
Dans le cadre de ce projet, j’ai notamment écrit un article de vulgarisation scientifique 
concernant les mesures gouvernementales prises afin de freiner la résistance antimicrobienne 
qui s’avère représenter une problématique mondiale cruciale.94 (Annexe C – «Contrer ces 
bactéries qui résistent», Marie-Pier Dinel ) 
4.2 Méthode expérimentale 
4.2.1 Synthèse, purification et caractérisation de la vancomycine-FITC 
 La vancomycine hydrochlorée (40 mg, 27,6 µmol, 1 Éq.) est solubilisé dans du 
diméthylsulfoxyde (1 mL) et mis sous agitation dans un vial fermé. Du bicarbonate de sodium 
(3,4 mg, 0,9 Éq.), de l’isothiocyanate de fluorescéine (10,7 mg, 1 Éq.) et de l’eau (1 mL) sont 
ajoutés au mélange. La solution orangée est agitée toute la nuit puis analysée par spectrométrie 
de masse afin de s’assurer de la formation de la vancomycine-FITC ([M+2H]2+ = 920,9 m/z) 
(Annexe D – Caractérisation de la vancomycine-FITC). La vancomycine-FITC est purifiée par 
chromatographie liquide en mode préparatif utilisant la colonne XSelect@HSS PFP OBD 5µm 
19 mm x 100 mm. L’élution utilisée est de 24 mL/min passant de 30 : 70 à 70 : 30 MeOH : H2O 
+ acide formique 0,1% en 11 minutes. La collection de la vancomycine-FITC se fait selon le 
fragment de [M+2H]2+ de 920,9 m/z.  
Les spectres d’émission et d’excitation de la vancomycine-FITC ont été pris dans un 
mélange de 10 mg/L dans un tampon de phosphate 0,1 M, chlorure de sodium 0,15 M, Tween 





4.2.2 Test 96-puits 
Incuber l’anticorps monoclonal anti-vancomycine (Invitrogen, # MA1-25796) (6 µg/mL 
dans le tampon de recouvrement de carbonate de sodium 0,2 M à un pH de 9,4) pendant toute 
une nuit sous agitation à 4˚C avec la plaque 96-puits en polystyrène avec fond plat et opaque 
entre les puits. La plaque est lavée sous agitation à trois reprises pendant 5 minutes avec le 
tampon de lavage phosphate 0,1 M, chlorure de sodium 0,15 M et Tween 0,05% à un pH de 7,2. 
La plaque est incubée une nuit à 4˚C avec le tampon de blocage (tampon de lavage + 2% BSA). 
Ensuite, trois lavages avec du tampon de lavage sous agitation sont réalisés. Un triplicata de la 
gamme d’étalonnage de la vancomycine-FITC (0,01 mg/mL à 0,1 mg/mL) est incubé sur la 
plaque pendant une heure sous agitation et dans le noir. La plaque est agitée pendant cinq 
minutes avec le tampon de lavage à trois reprises. Finalement, les tests de fluorescence sont 
réalisés dans le tampon de lavage.  
4.2.3 Microscopie 
La plaque de verre est lavée dans l’éthanol puis dans de l’eau. Elle est incubée dans une 
solution de poly-L-lysine 0,01% pendant 30 minutes à température ambiante. La plaque est 
séchée au four à 60˚C pendant une heure. L’anticorps monoclonal anti-vancomycine (6 µg/mL 
dans du PBS 1X) est incubé pendant une nuit sous agitation à 4˚C. La plaque est lavée à trois 
reprises pendant 5 minutes avec le tampon de lavage PBS 1X avec du Tween 0,05%. Le tampon 
de blocage (tampon de lavage + 2% BSA) est ajouté et agité pendant une heure à température 
ambiante. La plaque est lavée à trois reprises avec le tampon de lavage pendant 5 minutes. Les 
solutions de vancomycine et de vancomycine-FITC sont incubées avec la plaque dans le tampon 
de lavage pendant une nuit sous agitation à 4˚C dans le noir. Des concentrations de 10 mg/L à 
100 mg/L sont employées pour la vancomycine alors que la concentration de vancomycine-
FITC est fixée à 65 mg/L pour tous les échantillons. La plaque est lavée trois fois avec le tampon 
de lavage puis laissée sécher à température ambiante. La plaque passe maintenant au microscope 




4.2.4 Tests sur le prototype 
Une solution de EDC/NHS (4 mg/8 mg) dans du tampon MES 0,5 M à un pH de 6,3 
(500 µL) est ajoutée aux billes de polystyrène fonctionnalisées avec des groupements 
carboxyliques (100 µL, 25 mg/10 mL) et incubée sous agitation pendant 45 minutes à 
température ambiante. Les billes sont ensuite lavées avec du tampon PBS 1X avant d’être 
resuspendues dans une solution d’anticorps monoclonal d’anti-vancomycine (100 µg) dans du 
PBS 1X. La solution est incubée à température ambiante pendant 3 heures sous agitation. Les 
billes sont lavées comme précédemment puis resuspendues avec 200 µL de glycine 25 mM dans 
du PBS 1X pour 30 minutes. Les billes sont lavées puis resuspendues dans du PBS 1X puis 
conservées pour une journée.95  
Les billes fonctionnalisées avec les anticorps (10 µL) sont injectées dans la 
microfluidique. Du tampon est injecté afin de s’assurer que les billes soient bien placées dans la 
zone de détection. Un mélange de vancomycine et de vancomycine-FITC est injecté dans la 
fluidique avec un flux d’environ 20 µL/s pendant 20 secondes. Un temps de réaction de 3 
minutes est nécessaire avant de laver avec du PBS 1X. Des concentrations de 10 mg/L à 100 
mg/L sont employées pour la vancomycine alors que la concentration de vancomycine-FITC est 
fixée à 65 mg/L pour tous les échantillons. La microfluidique est ensuite insérée dans le 
prototype afin de récolter la fluorescence émise.  
4.3 Biocapteur 
L’importance de la création d’un biocapteur pour la vancomycine s’explique par son 
étroite gamme thérapeutique (entre 10 mg/L et 20 mg/L). Ainsi, lorsque les doses médicales 
excèdent ces recommandations, de sévères effets secondaires apparaissent. Et inversement, si le 
traitement est à de trop faibles concentrations, l’antibiotique ne sera pas efficace et les bactéries 
vont développer une résistance à cet antibiotique de dernier recours, ce qui n’est pas du tout 
désiré. Traditionnellement, la vérification du dosage ne se fait qu’avant la réception de la 
quatrième dose ce qui est très tardif dans le traitement. Cela s’explique par l’inefficacité des 
méthodes de quantification de la vancomycine en milieu hospitalier. Ainsi, BiosensUM a voulu 




4.3.1 Design de l’essai biologique 
Un essai compétitif de fluorescence fût développé pour permettre la détection de la 
vancomycine plasmique. Une gamme dynamique de 1 mg/L à 100 mg/L est visée afin de 
s’assurer d’englober la gamme thérapeutique. Ainsi, la compétition se produit pour un anticorps 
monoclonal anti-vancomycine fixé sur des microbilles de polystyrène. Une vancomycine 
fluorescente synthétisée, la vancomycine-isothiocyanate de fluorescéine (FITC), entre en 
compétition avec la vancomycine de l’échantillon qui ne génère pas de fluorescence à la 
longueur d’onde d’excitation employée (480 nm). (Figure 30) Un suivi de la concentration de 
vancomycine plasmique est alors possible en suivant la fluorescence de l’essai qui, en présence 
croissante de vancomycine, va diminuer.  
4.3.2 Présentation de l’instrument développé 
 
 
Figure 30. Schéma du biocapteur pour la vancomycine développé par BiosensUM. Un 
essai compétitif entre l’échantillon de vancomycine et la vancomycine fluorescente 
synthétisée tient place dans la microfluidique. La fluorescence est activée par 




Afin de réaliser le suivi de la fluorescence de la vancomycine-FITC et donc de la 
concentration de vancomycine plasmique, BiosensUM a développé un appareil de détection. 
Celui-ci est composé de trois parties principales soient la microfluidique où l’essai compétitif 
prend place, la tête de fluorescence où la réponse de l’essai est collectée ainsi que le matériel 
informatique permettant la conversion numérique et l’interprétation des données. Finalement, 
la concentration mesurée de vancomycine de l’échantillon s’affiche sur une application mobile 
permettant le suivi des dossiers médicaux des patients. (Figure 30) 
4.3.2.1 Microfluidique 
L’utilisation d’une microfluidique à usage unique pour notre biocapteur comporte 
plusieurs avantages économiques et scientifiques. Un tel support mène à la réduction du volume 
d’échantillon et de réactifs nécessaire permettant de rencontrer certains critères de chimie verte 
et de réduire le coût d’utilisation de notre technologie tout en accroissant la rapidité de l’essai.96 
La microfluidique de notre prototype FlowsensUM a été conçue afin d’accueillir les microbilles 
portant l’essai compétitif fluorescent et de les piéger dans la zone de détection. Les dimensions 
de la microfluidique font en sorte que les billes de 60 µm demeurent au site de détection 
puisqu’elles ne sont pas en mesure de continuer dans le conduit dû à la diminution de sa hauteur. 
La microfluidique dessinée comporte trois ports d’entrée permettant l’injection de l’échantillon 
de vancomycine, de la vancomycine-FITC compétitrice ainsi que le flux continu de tampon dans 
celle-ci. La présence de flux continu permet de diminuer le nombre de manipulations à réaliser 
et l’automatisation du tout. L’utilisation de valves d’injection ainsi que le développement d’un 
pousse-seringue automatisé auraient permis la réalisation de cela. Cependant, BiosensUM n’a 
pas eu le temps d’implanter toutes ces technologies sur l’appareil. Le pousse-seringue fût 
construit et les valves préparées mais une surpression dans les microfluidiques dû au type 
d’entrées a empêché l’utilisation de ce matériel et du principe de flux continu pour les tests 
analytiques. À la suite de l’injection des divers réactifs, les canaux s’unifient et passent dans le 
canal de mélange permettant aux réactifs d’arriver à des concentrations constantes au puits de 





Figure 31. Schéma de la microfluidique développée.93 
Les microfluidiques ont été dessinées par BiosensUM et usinées par ALine Microfluidic 
Solutions via un processus de couche par couche. Elles ont également été recouvertes afin 
d’accroître le signal de fluorescence de l’essai d’un mélange de copolymères de cyclo-oléfines.97  
4.3.2.2 Tête de fluorescence 
La microfluidique est insérée dans l’instrument afin de lire la fluorescence émise par la 
vancomycine-FITC compétitionnant avec la vancomycine pour la liaison à l’anticorps. Une 
photodiode de 480 nm accompagnée d’un collimateur est employée afin de focaliser sur le puit 
de détection comportant les microbilles à la suite d’une réflexion sur le miroir dichroïque. La 
fluorescence émise par la vancomycine-FITC est ensuite récoltée par le détecteur après avoir 
traversé le miroir dichroïque. En premier lieu, le détecteur était une photodiode à avalanche 
(APD) qui transformait tout le signal reçu et ce indépendamment de la longueur d’onde en signal 
électrique. (Figure 32A) Cependant, à la suite d’une erreur humaine, le détecteur APD a subit 
une surtension lorsque BiosensUM était aux Pays-Bas et ce la veille de la compétition 
analytique. C’est ainsi qu’un second prototype fût développé à la dernière minute. La caméra 
d’un téléphone intelligent a été employée afin de capter la fluorescence émise par la 
vancomycine-FITC et d’en déduire la concentration de vancomycine de l’échantillon de plasma 





Figure 32. Prototypes du FlowsensUM A) Version initiale avec une photodiode 
à avalanche (APD), B) Version d’urgence avec une caméra de téléphone 
cellulaire. Crédits photo : A) Amélie Philibert, B) Bart van Overbeeke. 
4.3.2.3 Programmation – Application mobile 
Pour le premier prototype, une fois que l’information analytique était transformée en 
signal électrique par l’APD, elle était lue par un oscillateur digital puis entreposée dans le 
Raspberry Pi. C’est ce micro-ordinateur qui réalisait les calculs de conversion du signal de 
fluorescence en concentration de vancomycine et qui les transférait à l’application mobile 
développée par BiosensUM. Cette application permettait de contrôler entièrement l’instrument 
en passant par l’allumage de la photodiode, la réception des concentrations de vancomycine et 
même le suivi des patients. (Figure 33) Pour le second prototype, puisque le tout a été développé 
la veille de la compétition, le travail n’est pas aussi exhaustif et complet que le premier. 
L’application a dû être abandonnée à cause du manque de temps pour la reprogrammation de 
celle-ci. Les images de la caméra cellulaire ont été traitées de manière à produire une matrice 
RGB (Rouge, Vert, Bleu – Red, Green, Blue) où l’intensité des pixels verts, correspondant à 
l’émission de la fluorescence vers 525 nm, a été extraite. Un étalonnage de cette intensité en 






Figure 33. Schéma du système informatique d’acquisition et de traitement des 
données. Les éléments à gauche du Raspberry Pi sont contrôlés à partir de celui-
ci alors que ceux à droite représente les différentes manières d’affichage des 
résultats de l’essai compétitif.93  
4.3.3 Développement de l’essai compétitif 
4.3.3.1 Synthèse et caractérisation de la vancomycine-FITC 
La vancomycine-FITC nécessaire à l’essai compétitif a été synthétisée par une réaction 
spontanée en solution basique.98 L’unique amine primaire présente sur un glucide de la 
vancomycine réagit avec le groupement isothiocyanate de l’isothiocyanate de fluorescéine pour 
former un groupement d’isothiourée. (Figure 34) La vancomycine-FITC est ensuite purifiée par 
chromatographie liquide en mode préparatif jusqu’à un taux de pureté de 98%. (Section 4.2.1) 
Elle a également été caractérisée par spectrométrie de masse (Annexe D – Caractérisation de la 
vancomycine-FITC) et par fluorescence. (Figure 35) Tel qu’attendu, les spectres d’excitation et 
d’émission de la vancomycine-FITC ont été pris et ont permis de déterminer les longueurs 
d’onde optimales comme étant 480 nm pour l’excitation et 525 nm pour l’émission. Du même 
coup, la non-émission de la vancomycine à la suite d’une excitation à 480 nm ainsi que celle du 
plasma humain ont été confirmées. Ainsi, la vancomycine marquée par le fluorophore FITC est 






Figure 34. Schéma de synthèse de la vancomycine-FITC développée à partir des 
travaux de Supuran.93, 98 
 
Figure 35. Spectres de fluorescence de la vancomycine-FITC dans le tampon 
d’analyse et spectre d’émission de la vancomycine excitée à 480 nm.93 
4.3.3.2 Fluorimétrie – 96 puits 
En premier lieu, la liaison de la vancomycine-FITC au récepteur a été confirmée. Une 


























Spectre d’excitation de la vancomycine-FITC (λém 525 nm)
Spectre d’émission de la vancomycine-FITC (λexc 480 nm)







FITC a été réalisée en fluorimétrie avec un appareil commercial de 96 puits. (Figure 36) Ainsi, 
il est confirmé que la vancomycine-FITC est en mesure de se lier à l’anticorps monoclonal anti-
vancomycine tout comme la vancomycine et qu’un essai compétitif peut alors être fait. Le 
fluorimètre employé pour cette expérience ne permettait pas d’ajuster le focus en z du point de 
la détection et était construit pour la détection d’ELISA (méthode immuno-enzymatique ELISA 
– Enzyme-linked immunosorbent assay). Ainsi, la détection n’était pas du tout optimale. Le 
signal de fluorescence reçu était plus faible que celui réel ce qui a causé l’impossibilité de tester 
l’essai compétitif avec cette technique. Il devenait nécessaire de trouver une technique où 
l’ajustement du focus sur la surface de détection était possible. 
 
Figure 36. Courbe d’étalonnage de la fluorescence de la vancomycine-FITC liée 
à l’anticorps monoclonal anti-vancomycine avec une longueur d’onde 
d’excitation de 480 nm et d’émission de 525 nm.93 
4.3.3.3 Microscopie de fluorescence 
C’est ainsi que l’utilisation d’un microscope de fluorescence s’est révélée comme 
l’option la plus favorable pour tester l’essai compétitif avant de l’intégrer à notre prototype. 
Avec cette technique, un focus approprié sur la surface de l’essai compétitif a été réalisé et a 
permis de confirmer sa viabilité. (Figure 37) Comme prédit, lorsque la proportion de 
vancomycine est faible par rapport à la vancomycine-FITC, la fluorescence est plus importante 






























vancomycine : vancomycine-FITC, le signal faiblit considérablement. Ainsi, à l’aide de cet essai 
en microscopie de fluorescence, la différence de signal en présence et en absence de 
vancomycine a pu être décelée ce qui permet de confirmer le fonctionnement de l’essai 
compétitif conçu.  
 
Figure 37. Essai compétitif par microscopie de fluorescence en présence de 
0,065 mg/mL de vancomycine-FITC représentant 65% et de divers pourcentages 
de vancomycine pour le récepteur, l’anticorps monoclonal anti-vancomycine, lié 
à la surface du support.93 
4.3.3.4 FlowsensUM 
Maintenant que l’essai compétitif a été confirmé par microscopie de fluorescence, il est 
possible de passer aux tests sur notre appareil, le FlowsensUM. En premier lieu, un test 
d’étalonnage de la vancomycine-FITC libre en solution a été réalisé afin de s’assurer que le 
signal perçu est significativement différent du bruit de fond. Malgré le fait que nous utilisions 
des concentrations allant jusqu’à 1 mg/mL de vancomycine-FITC, nous ne sommes pas 
parvenus à réaliser une courbe d’étalonnage se différenciant du bruit de fond. Plusieurs tests 
avec les microbilles fonctionnalisées avec le récepteur, la vancomycine-FITC uniquement ou 
avec la vancomycine ont été réalisés mais à chaque fois le même problème est survenu. Nous 
en sommes venus à maintes hypothèses expliquant l’inefficacité de notre fluorimètre. 
































génération d’une faible fluorescence et d’une variation importante de celle-ci. L’addition d’un 
photomultiplicateur a alors été envisagée pour accroître le signal perçu mais n’a pu être appliqué 
dû au manque de temps. Finalement, nous avons remis en question le bon fonctionnement de 
notre détecteur. Lors de l’illumination du détecteur avec de la lumière blanche ou un laser, il 
était en mesure de collecter l’information et d’atteindre la saturation mais dès que nous utilisions 
des fluorophores commerciaux tels la FITC à haute concentration, le signal chutait 
drastiquement et ce à un point quasi non discernable du bruit de fond. Le temps ne nous a pas 
permis de vérifier ce paramètre avant notre départ pour la compétition SensUs aux Pays-Bas 
puisque la réception d’un nouveau détecteur prenait plusieurs semaines que nous n’avions pas. 
Cependant, nous avons été en mesure d’observer la fluorescence en utilisant la caméra d’un 
téléphone cellulaire ce qui accroît l’hypothèse du mauvais fonctionnement de l’APD menant à 
une importante décroissance de sa sensibilité.   
4.4 Avantages de notre technologie 
Présentement, les techniques utilisées pour réaliser le suivi de la concentration plasmique 
de la vancomycine nécessitent un niveau élevé d’expertise dans le domaine de la bioanalytique, 
beaucoup de temps et sont très coûteuses. Des spécialistes doivent réaliser les expériences en 
laboratoire avec les échantillons sanguins allant jusqu’à 5 mL recueillis par les infirmières. De 
plus, 2 heures sont nécessaires avant de connaître la concentration plasmique de la vancomycine 
dans le corps du patient. Ce patient est habituellement très malade puisqu’il s’agit d’un 
antibiotique de dernier recours administré uniquement aux malades dont les infections persistent 
et s’aggravent dû à la résistance antimicrobienne des bactéries. Ainsi, les technologies actuelles 
ralentissent le traitement des patients à la vancomycine dû au long temps d’attente avant 
l’obtention des résultats de quantification ce qui affecte grandement la santé des patients et coûte 
très cher au milieu hospitalier.  
Avec le prototype que BiosensUM a présenté, plusieurs désavantages des techniques 
actuelles peuvent être éliminés. Avec FlowsensUM qui est un appareil de type POC dont 
portable et de petite taille, il serait possible de réaliser les tests analytiques directement dans la 
chambre du patient et ce par l’infirmière responsable. Aucun personnel spécialisé ne serait 




plusieurs professionnels auparavant essentiels à l’analyse sanguine des échantillons de 
vancomycine ne sont plus impliqués dans ce processus permettant ainsi de réduire 
considérablement le temps d’attente du patient. Également, l’emploi de microfluidique permet 
de réduire le volume de l’échantillon sanguin nécessaire pour les tests à moins de 20 µL mais 
aussi les réactifs chimiques et biologiques pour les tests. C’est cette même microfluidique qui 
fait diminuer le temps de réaction à 5 minutes plutôt que celui précédent se chiffrant à près de 2 
heures. Un des grands atouts de FlowsensUM est son application mobile qui le rend très 
convivial et simple d’utilisation pour tous.  
Cette diminution de la durée de temps d’analyse permet d’améliorer la médication des 
patients traités avec la vancomycine et donc la satisfaction des clients hospitalisés. Cette 
amélioration de leur état de santé et la diminution du personnel spécialisé en laboratoire résultent 
en d’importantes économies.  
4.5 BiosensUM à la compétition SensUs 2018 
SensUs 2018 fût la première participation à la compétition pour l’équipe de BiosensUM. 
À la suite de quelques problèmes de livraison aux Pays-Bas, nous avons reçu notre biocapteur 
en pièces uniquement la veille de la compétition analytique. Pour ajouter à ce comble de 
malheurs, notre détecteur n’a pas supporté la variation de potentiel européenne et a brisé au 
même moment. Ne possédant plus d’APD convertissant notre signal fluorescent en voltage, 
nous avons dû innover à moins de 12 heures de la compétition en se tournant vers l’utilisation 
de la caméra d’un téléphone cellulaire afin de collecter la fluorescence. Une analyse de la 
matrice RGB et l’extraction de l’intensité des pixels verts (émission vers 525 nm) par notre 
équipe informatique a permis de fournir un appareil fonctionnel pour la compétition analytique 
du lendemain. La figure 38 représente nos résultats obtenus avec notre nouveau prototype non-
optimisé à caméra cellulaire lors de la compétition de SensUs 2018 pour la détection 
d’échantillons de vancomycine dans du plasma humain. De plus, lors de l’événement, quatre 
présentations orales discutant des aspects techniques et entrepreneuriaux ont été réalisées. J’ai 





Figure 38. Résultats analytiques de BiosensUM à SensUs 2018. La 
concentration rapportée est comparée à la concentration de vancomycine 
plasmique réelle dans les échantillons reçus.99 
L’événement fût diffusé en direct sur le Web. Au total, plus de 10 000 visiteurs provenant 
de 80 pays ont assisté à la compétition et parmi ceux-ci plus de 4 000 personnes ont voté pour 
leur équipe favorite. Parmi ce nombre, 521 votes ont été alloués à l’équipe de BiosensUM.  
Finalement, BiosensUM ne ressort pas de la compétition SensUs avec les grands 
honneurs mais il s’est tout de même démarqué avec sa persévérance et sa ténacité reconnues par 
l’organisation de SensUs 2018 lors de la cérémonie de fermeture. Tous les membres de 
BiosensUM ressortent de cette expérience grandis scientifiquement et socialement.   
4.6 Conclusion  
Pour résumer, BiosensUM développa un biocapteur innovateur de diagnostic portable 
pour la vancomycine et fût l’équipe étudiante représentant le Canada et l’Université de Montréal 
à la compétition internationale SensUs en septembre 2018 à Eindhoven aux Pays-Bas. Le 
prototype comportait trois grandes composantes ; l’essai de fluorescence consistait en une 
compétition entre la vancomycine de l’échantillon plasmique ainsi que la vancomycine-FITC 
synthétisée et purifiée pour le site de liaison à l’anticorps monoclonal anti-vancomycine ; la 
microfluidique conçue par BiosensUM permettait de réduire le temps d’analyse, la quantité des 
réactifs chimiques et biologiques nécessaires et d’accroître la simplicité du biocapteur ; 
l’appareil de fluorescence et l’application mobile développés rendent l’instrument très convivial 
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et simple d’utilisation. Ce biocapteur innovateur permet d’améliorer considérablement les 
pratiques en matière de détection de vancomycine. Les deux longues heures, l’importante 
quantité de sang et les maints spécialistes en laboratoire auparavant nécessaires pour l’obtention 
de la concentration plasmique de vancomycine ne sont plus d’actualité. Maintenant, avec 
FlowsensUM, l’infirmière peut réaliser les tests moins invasifs directement dans la chambre du 
patient et obtenir les résultats en moins de 5 minutes. Tout cela permet d’améliorer la santé du 
patient plus rapidement et représente d’importantes économies pour les milieux hospitaliers. 
L’efficacité de la vancomycine-FITC synthétisée fût confirmée par fluorimétrie tout 
comme le principe de l’essai compétitif par microscopie de fluorescence. L’application au 
FlowsensUM de l’essai développé n’a pas pu être possible à cause des problèmes rencontrés 
avec le détecteur. Malgré tout, les avancées technologiques réalisées par BiosensUM dans le 
domaine des biocapteurs de vancomycine sont significatives tout comme leur première 





5 Chapitre 5 : Conclusions et Perspectives 
En ce moment, d’importantes ressources sont nécessaires à la réalisation de tests 
analytiques en hôpitaux. Maints professionnels scientifiques opèrent des appareils imposants et 
spécialisés afin de pouvoir faire un suivi biologique adéquat auprès des professionnels de la 
santé par rapport à l’état de leurs patients. Ces techniques nécessitent de longues heures 
d’analyse biochimique avant d’obtenir les informations essentielles pour la continuité des 
traitements des malades ou pour leur diagnostic. Étant donné que ce processus est très lent et 
que les patients n’ont pas toujours la santé nécessaire pour se permettre cette attente, il est 
primordial que la recherche se tourne vers de nouvelles techniques analytiques sensibles, rapides 
et efficaces en milieu hospitalier. Depuis les dernières décennies, plusieurs biocapteurs ont été 
développés afin de répondre à cette problématique. Parmi ceux-ci, on compte notamment le 
fameux glucomètre permettant le suivi personnalisé et rapide du taux de glucose des diabétiques. 
Les biocapteurs sont des options de mise pour l’application dans le milieu hospitalier puisqu’ils 
sont des instruments à diagnostic portable conviviaux permettant au personnel médical plutôt 
qu’aux spécialistes analytiques de réaliser les tests en toute simplicité et rapidité directement 
dans la chambre du patient. C’est ainsi que, dans cette optique, les travaux réalisés dans ce 
mémoire s’inscrivaient.  
Diverses techniques analytiques furent employées afin de réaliser le développement de 
nouveaux biocapteurs possédant la technologie du POC. En premier lieu, la spectroscopie de 
résonance des plasmons de surface fût utilisée étant donné son aspect portable, sa détection sans 
marquage de biomolécules ainsi que sa sensibilité dans les matrices biologiques. Un biocapteur 
SPR d’aminoglycosides fût alors développé dans le chapitre 2. La quantification des 
antibiotiques dont la famille des aminoglycosides et la vancomycine font partis est essentielle 
afin de réduire les effets secondaires ainsi que les risques de développement de résistance 
bactérienne. Dès que la concentration d’aminoglycosides dépasse son étroite gamme 
thérapeutique, ce médicament cause de la néphrotoxicité et de l’ototoxicité sévères aggravant la 
situation des patients et compliquant leur guérison. Le suivi très minutieux de ces antibiotiques 
est donc nécessaire. Le biocapteur développé afin de permettre la quantification des 




permettant d’accroître la sensibilité de la réponse pour des molécules de faibles masses molaires 
(près de 1 000 kDa). Ainsi, l’analyte entre en compétition avec un analogue possédant des 
capacités d’interactions avec la protéine Eis et fonctionnalisé sur une nanoparticule pour se lier 
au récepteur Eis se trouvant à la surface du capteur. À la suite de l’optimisation des 
nanoparticules employées comme compétiteurs passant notamment par leur charge, leur agent 
de stabilisation et leur forme, le bon fonctionnement de cet essai fût confirmé. Cependant, la 
reproductibilité de celui-ci fût remise en question ce qui empêcha la réalisation d’une courbe 
d’étalonnage pour les différents aminoglycosides étudiés. Il est alors nécessaire de continuer à 
travailler sur le développement et l’optimisation de ce biocapteur afin d’accroître sa 
reproductibilité et de permettre son utilisation pour réaliser le suivi de la concentration sanguine 
d’aminoglycosides. Plusieurs sources causant ce problème ont été envisagées dont la 
disponibilité du site actif pour les aminoglycosides et les analogues lorsque la protéine Eis est 
attachée à la surface du biocapteur, la technique d’attachement de la protéine à la surface d’or 
ainsi que les interactions entre les nanoparticules où les analogues sont liés et le récepteur.  
Dans le cadre du chapitre 3, le prototypage d’un instrument hybride combinant la 
spectroscopie de résonance des plasmons de surface ainsi que l’électrochimiluminescence fût 
conçu et appliqué à la réalisation d’un biocapteur SPR-ECL pour un biomarqueur du cancer du 
sein. Il s’agit d’un des premiers instruments couplant la SPR et l’ECL développés dans la 
communauté scientifique. L’arrimage de ces deux technologies permet l’obtention d’une 
technique possédant les avantages de chacune. Ainsi, il est possible de réaliser des essais en 
temps réel grâce à la SPR tout en possédant une excellente sensibilité par l’ECL. De plus, l’ECL 
ne subit pas de variation de sa réponse lors de présence d’adsorption non-spécifique 
comparativement à la SPR. Ainsi, il sera possible d’avoir une redondance pertinente des 
résultats en utilisant cette nouvelle technologie SPR-ECL. Sa configuration fût premièrement 
confirmée à l’aide de l’intégration d’un système ECL dans l’appareil P4-SPR. À la suite de 
l’optimisation des électrodes, de la cellule fluidique ainsi que de la technique de collection de 
l’électrochimiluminescence, l’ECL fût réalisée et confirmée pour le complexe de Ru(bpy)3
2+ et 
la tripropylamine étant donné leur grande efficacité en milieu biologique. La SPR fût également 




Cette technologie de SPR-ECL fût employée afin de faire le suivi du biomarqueur du 
cancer du sein soit le domaine extracellulaire de la protéine HER2. La surexpression de ce 
domaine est caractéristique aux cancers du sein possédant des métastases. Il est donc possible 
de suivre la croissance du cancer et de vérifier sa récidive à l’aide du biomarqueur de cette 
maladie. Un essai sandwich SPR a premièrement été développé en collaboration avec Stefano 
Tartaggia. Différents couples d’anticorps primaires et secondaires furent analysés. Les tests 
préliminaires présentés dans ce mémoire démontraient que le couple trastuzumab et MGR2 
répondait adéquatement à l’essai développé. Par la suite, un couple démontrant de meilleures 
performances analytiques a été choisi par Stefano c’est-à-dire le trastuzumab et le pertuzumab. 
Afin de transposer cet essai sur l’instrument SPR-ECL, il est uniquement nécessaire de marquer 
l’anticorps secondaire avec un groupement électrochimiluminescent actif tel le Ru(bpy)3
2+ et 
d’ajouter son co-réactif, la tripropylamine, dans le milieu. 
Ce projet est encore en constant développement. Plusieurs éléments sont toujours 
nécessaires à réaliser et à optimiser avant d’obtenir un instrument convivial et un biocapteur 
applicable. Parmi ceux-ci, on compte notamment l’optimisation de la collection de la 
luminescence en employant un spectrophotomètre relié à l’aide d’une fibre optique ainsi que la 
réalisation de l’essai SPR-ECL couplé.  
En conclusion, le chapitre 4 porta sur le développement d’un biocapteur pour la 
vancomycine, un antibiotique. Tout comme les aminoglycosides, s’assurer que le traitement est 
adéquat et demeure dans la gamme thérapeutique est primordial. La variation trop importante 
des concentrations sanguines de vancomycine cause de graves conséquences aux patients d’où 
l’importance de suivre attentivement l’administration de ce médicament aux malades. Le 
biocapteur fût basé sur une technique de fluorescence permettant d’obtenir une bonne sensibilité 
et construit entièrement par l’équipe BiosensUM. L’essai compétitif développé consistait à la 
compétition pour les anticorps monoclonaux anti-vancomycine entre les molécules de 
vancomycine provenant de l’échantillon plasmique du patient ainsi que la vancomycine 
fluorescente marquée par une fluorescéine isothiocyanate. Cet essai se déroula sur des 
microbilles de polystyrène où les récepteurs sont liés à l’intérieure d’une microfluidique conçue 
par notre équipe. Celle-ci permet de réduire considérablement les volumes d’échantillon et de 




par une application mobile. Tous ces aspects permettent de simplifier les analyses au maximum 
et ainsi de suivre la concentration de vancomycine présente dans le plasma des patients et ce en 
moins de 5 minutes avec une technique peu invasive.  
Ce projet fût réalisé dans le cadre de la compétition internationale étudiante SensUs 
présentée en septembre 2018 à Eindhoven aux Pays-Bas. En tant que cheffe de projet de l’équipe 
BiosensUM représentant l’Université de Montréal et le Canada à la compétition SensUs, j’ai 
participé activement au développement scientifique du biocapteur et aux analyses réalisées en 
laboratoire. Tout comme la multitude de chercheurs travaillant sur le développement de 
nouveaux biocapteurs biomédicaux permettant d’améliorer la santé des patients en accélérant 
les processus, les rendant plus sensibles et plus abordables, la compétition SensUs s’inscrit dans 
un mouvement mondial visant à promouvoir la science et le développement de nouvelles 
technologies innovantes. Encore plusieurs maladies ne sont pas traitées adéquatement et divers 
médicaments ne sont pas suivis correctement, laissant place à libre imagination pour le 
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Annexe A – Images TEM des NPs quasi-sphériques 
 
 




Annexe B – Document des résultats de BiosensUM 2018 
Il s’agit du document officiel remis à la Compétition SensUs 2018 en date du 29 août 






























































Annexe D – Caractérisation de la vancomycine-FITC 
 
 
Figure 40. Spectre de masse de la vancomycine-FITC purifiée par 
chromatographie liquide en mode préparatif. [M+H]+ = 1840,4 m/z, [M+2H]2+ = 
920,9 m/z 
[M+H]+ 
[M+2H]2+ 
